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Las enfermedades neurodegenerativas son procesos crónicos, progresivos y 
complejos caracterizadas por la pérdida selectiva de neuronas en los sistemas motor, 
sensorial y cognitivo. Estas patologías, que actualmente afectan a más de 42 millones de 
personas en el mundo, están asociadas a la acumulación anormal de agregados amiloides 
de proteínas específicas en el tejido nervioso. La agregación de α-sinucleína en neuronas 
dopaminérgicas es la evidencia histopatológica y el principio etiopatológico en la 
enfermedad de Parkinson (EP) donde las especies oligoméricas de esta proteína son 
responsables de la muerte neuronal y de la diseminación de la patología. Por otro lado, 
las especies fibrilares resultantes del proceso de agregación están relacionadas con el 
inicio y/o desarrollo del proceso neuroinflamatorio característico de la EP.  
Si bien numerosas moléculas demostraron ser eficientes inhibidores de la 
agregación amiloide de α-sinucleína in vitro, no han logrado proporcionar una 
neuroprotección efectiva in vivo y actualmente no existen fármacos capaces de detener 
y/o revertir el daño neuronal. Estas altas tasas de fracasos son debidas a la toxicidad o 
incapacidad de atravesar la barrera hematoencefálica de la mayoría de las moléculas 
estudiadas. En este contexto, el reposicionamiento de drogas ya existentes en la 
farmacopea sobre nuevos blancos terapéuticos es una estrategia que está siendo 
actualmente muy explorada ya que permite utilizar “a priori” el conocimiento disponible 
sobre absorción, metabolismo, biodisponibilidad y toxicidad de las moléculas a estudiar.  
El presente trabajo de tesis logró demostrar en modelos biofísicos y celulares que 
doxiciclina, una tetraciclina de segunda generación, es capaz de interferir en la agregación 
patológica de α-sinucleína formando especies de menor toxicidad e inhibiendo el proceso 
de nucleación-polimerización necesario para la propagación de la patología. La buena 
biodisponibilidad en cerebro de esta molécula, así como su potencial antioxidante y su 
baja toxicidad para tratamientos a largo plazo la convierten en un excelente modelo de 
reposicionamiento para la EP.  
Realizamos también un detallado estudio estructura-función de diferentes familias 
de antibióticos con capacidad de inhibir la agregación amiloide de proteínas y logramos 
descifrar un motivo estructural común a todas ellas que sentaría importantes bases para 
el diseño racional de fármacos. En base a este motivo estructural, analizamos diferentes 






modificada denominada CMT-3 posee mayor eficiencia antiagregante y neuroprotectora 
que doxiciclina, conservando la propiedad de atravesar con facilidad la barrera 
hematoencefálica. Esta molécula posee además la ventaja de interaccionar con especies 
fibrilares maduras de α-sinucleína, induciendo su desensamblaje. Esta propiedad, sumada 
a su baja actividad antibiótica le confieren propiedades únicas como antiagregante, 
antioxidante y antineuroinflamatoria que convierten a CMT-3 en un fármaco ideal para 
entrar a la fase de pruebas clínicas en EP. 
 Los resultados presentados posicionan a la doxiciclina y CMT-3 como nuevas 
estrategias terapéutica en la EP y en otras sinucleinopatías 
 
 










































n I.1 Plegamiento proteico 
Las proteínas son moléculas complejas imprescindibles para la estructura y las 
diferentes funciones celulares. Una vez que la cadena polipeptídica emerge recién 
sintetizada a partir de los ribosomas, sin ningún elemento de estructura secundaria o 
terciaria definido (estado U), el ambiente acuoso empuja a las proteínas conocidas bajo 
el nombre de globulares o fibrosas a un proceso de plegamiento donde adquieren 
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria que les permite ocultar sus residuos 
hidrófobos, generando nuevas interacciones no covalentes en el sistema que reducen el 
∆G0 del sistema. En la naturaleza es muy común encontrar proteínas/péptidos con un 
plegamiento característico que cumplen una función biológica determinada, a este estado 
se convino en denominarlo estado nativo (N) (1). El estado N tiene una conformación 
tridimensional casi única y definida, pero en la que ocurren pequeños cambios 
estructurales relacionados con la actividad fisiológica de la proteína. Por el contrario, el 
estado desplegado esta conformado por una población heterogénea de conformaciones 
(U), que van intercambiándose rápidamente en el cual ninguna molécula es igual a otra 
(U1,2,....,n). Tradicionalmente se asoció la función de una proteína a su capacidad para 
adquirir una estructura tridimensional definida. Sin embargo, cada vez se describen más 
proteínas que son capaces de desarrollar una función específica sin ningún tipo de 
estructura terciaria o en un estado desplegado (U). En efecto, las proteínas llamadas PIDs 
(proteínas intrínsecamente desordenadas) pueden adquirir un estado compacto, pero 
carecen de una estructura terciaria o cuaternaria presentando sólo pequeños segmentos de 
estructura secundaria no relacionados entre sí. Esta característica hace que las  PIDs sean 
estructuralmente muy similares al estado U y sin embargo desempeñan importantes 
funciones fisiológicas (2). 
Es primordial destacar que, en el medio intracelular, la alta concentración de 
proteínas modifica el equilibrio de las reacciones de plegamiento impulsando a alcanzar 
nuevos estados como el denominado agregado (A) (Figura I.1.).  
La agregación de proteínas es un evento frecuente en la naturaleza y por definición 
todas las proteínas tienen la capacidad de autoensamblarse en una variedad de estructuras 
capaces de realizar diferentes funciones en el mundo biológico (3). Actualmente podemos 
caracterizar principalmente dos tipos de estados agregados: el amorfo que no presenta 
ningún patrón de orden estructural (a1), y un agregado altamente organizado llamado 











n formarse a partir de una proteína con estructura tridimensional establecida o de una PID 
adquiriendo una estructura cuaternaria característica que resulta en estructuras fibrosas 
insolubles que se describirán posteriormente.  
 
 
Figura I.1. Representación esquemática del equilibrio de plegado de una proteína. N representa la 
población de proteína en su estado nativo, U es la población en estado desplegado, y A es el estado agregado 
(a1, agregado amorfo y a2, agregado amiloide). Adaptado de "The key role of membranes in amyloid 
formation from a biophysical perspective" Torres-Bugeau y colaboradores. 
 
En condiciones fisiológicas, la constante de equilibrio de la transición de U « N 
es Keq =[N]/ [U] > 1, lo que implica que el proceso de plegamiento de una proteína es 
termodinámicamente favorable, es decir, es un proceso espontáneo. Sin embargo, el 
estado plegado (N) se considera metaestable ya que por lo general es sólo 5 a 10 kcal/mol 
más estable que el estado desplegado (U) (4). Esto implica que pequeñas fluctuaciones 
en el medio pueden desplazar el equilibrio del estado nativo al estado desplegado y, bajo 
ciertas condiciones, alcanzar el estado A que es energéticamente el más favorable.  
Para que una proteína transite entre los estados N → U existen diferentes 
alternativas posibles involucrando distintos  estados intermedios (5, 6). Algunos de estos 
estados pueden quedar atrapados en mínimos energéticos locales capturando la proteína 













Figura I.2. Representación esquemática de la variación de la Energía libre de los diferentes estados 
conformacionales accesibles durante la reacción de plegamiento. Adaptado de “The Yin and Yang of 
protein folding” Jahn y Radford (7).  
 
El estudio de los factores que controlan la agregación tipo amiloide tuvo un gran 
desarrollo en la última década debido a la relación de estas estructuras con diferentes 
patologías humanas, como así también a la explotación biotecnológica de estas 
superestructuras como nuevos nanomateriales.  
I.1.1. La agregación amiloide 
Las fibras amiloides son agregados proteicos estables, ordenados, insolubles y 
resistentes a la degradación mediada por proteasas. Desde el punto de vista estructural, 
se caracterizan por la presencia de una estructura denominada b-entrecruzada (8). Esta 
disposición conformacional, confiere a las proteínas resistencia a proteólisis, 
desnaturalización y a mecanismos generales de eliminación presentes en la célula.  
La reacción de formación de agregados amiloides ocurre de modo secuencial, con 
una primera etapa que depende de la proteína de origen. En una proteína globular por 
ejemplo, los residuos hidrofóbicos están mayormente ocultos dentro de la estructura 
plegada y es necesario un cambio conformacional que los exponga parcialmente para 











n relacionado a cambios conformacionales sutiles que desplazan al conjunto de estructuras 
desde estados compactos a estados extendidos que son más propensos a la agregación (9). 
La mayoría de las fibras amiloides se producen a través de un mecanismo de 
nucleación-polimerización (Figura I.3). De acuerdo a experimentos in vitro la formación 
de especies agregadas transita por una fase de latencia durante la cual se forman núcleos 
de polimerización, una fase de rápido crecimiento exponencial y por último, una fase 
estacionaria donde el número de especies agregadas parecería ser constante. El monitoreo 
de este comportamiento en función del tiempo puede ser ajustado a una función 
sigmoidea (10, 11). Por el contrario, en el proceso de formación de agregados amorfos la 
aparición de especies agregadas ajusta a una función lineal con el tiempo. 
 
 
Figura I.3. Representación de la vía de agregación de proteínas in vitro. Las proteínas desplegadas o 
intrínsecamente desordenadas (PIDs) (en color violeta) se pliegan en a su estado funcional nativo (plegado, 
verde). Pequeños cambios en el ambiente celular pueden llevar al mal plegamiento de las proteínas y el 
equilibrio podría inclinarse hacia fibrillas de amiloide (azul) o agregados amorfos (rojo). El ensamblaje de 
los oligómeros (celeste) precede al de las fibras amiloides, que se caracterizan por un patrón específico de 
difracción de rayos X debido a su estructura β-entrecruzada (recuadro). Adaptado de “Lessons learned 
from protein aggregation: toward technological and biomedical applications”, Ávila y colaboradores (8). 
 
Durante la fase de latencia las primeras especies agregadas forman unidades 
esféricas llamadas núcleos u oligómeros solubles que son capaces de reclutar especies 
monoméricas generando estructuras en crecimiento dinámico. De esta manera, estas 
especies son capaces de actuar como núcleos de polimerización acelerando la conversión 
de una muestra fresca de monómeros hacia fibras amiloides. Por el contrario, los 
agregados amorfos no poseen esta característica ya que las especies agregadas no pueden 











n A medida que avanza el proceso de agregación amiloide, las primeras especies no 
esféricas que aparecen se denominan protofibrillas las que a su vez pueden entrelazarse 
dando origen a protofilamentos. Finalmente, múltiples protofilamentos enrollados 
alrededor de un eje forman una fibra amiloide. Cuando la fibra alcanza alrededor de 10 
nm de diámetro y varios micrómetros de longitud se la define como fibra madura (12, 
13).  
La caracterización de las especies agregadas es esencial para poder entender el 
proceso de agregación amiloide. Si bien las fibras maduras pueden estudiarse por 
diferentes métodos biofísicos con técnicas microscópicas, difracción de Rayos X, RMN 
en fase sólida, FT-IR, espectroscopía de fluorescencia entre otras, las especies 
prefibrilares son complejas de analizar debido a la naturaleza heterogénea y dinámica de 
las mismas. Por lo tanto, no existe un consenso absoluto sobre las características, el 
tamaño y la morfología para definir a las diferentes especies intermedias a las que se hace 
referencia frecuentemente en la literatura, aunque una clasificación introducida por 
Kodali y Wetzel (14) se encuentra entre las más citadas.  
En este contexto, la cinética de agregación de una proteína medida por el aumento 
en el tamaño de las partículas, así como por su capacidad de usar sus núcleos como 
semillas, proporciona una herramienta excelente para discernir rápidamente el tipo de 
agregación que la proteína está experimentando. Obviamente, para la caracterización 
estructural y morfológica de los agregados se utiliza la microscopía electrónica de barrido 
(MEB), microscopía electrónica de transmisión (MET), microscopía de fuerza atómica 
(AFM), difracción de Rayos X.  
I.1.2. Caracterización estructural y morfológica de los agregados amiloides 
En 1959 se describieron morfológicamente por primera vez las fibras amiloides 
gracias al uso de la microscopía electrónica. Cohen y colaboradores realizaron 
microscopía electrónica de transmisión de tejidos de pacientes con amiloidosis primarias 
y secundarias, así como de las fibras obtenidas experimentalmente in vitro (15). Estos 
estudios demostraron que los depósitos amiloides exhiben una estructura 
sub-microscópica parecida: haces de fibras rectas, rígidas, que van de 60 a 130 Å de 
diámetro y de 1000 a 16.000 Å de longitud. Posteriormente, Gueft y Ghidoni sugirieron 
que las fibras amiloides son dobles, con un espacio intrafibrilar aproximadamente igual 











n estudios estructurales de la fibra amiloide en los tejidos (17), y junto a estudios de Cohen 
y colaboradores (1982) se obtuvo consenso para la descripción de una estructura fibrilar 
amiloide. Este modelo, aún vigente, sostiene que cada fibra presenta un diámetro de 75-80 
Å y se encuentra formada por protofibras de 25-35 Å (Figura I.4) las que a su vez se 
encuentran constituidas por sub-protofibras de 10-15 Å.  
 
Figura I. 4. Fibra amiloide. Representación del primer modelo de fibra amiloide propuesto por Shirahan 
y Cohen (17).  
 
En 1951, Pauling y Corey utilizando difracción de rayos-X lograron una 
descripción estructural a baja resolución de las fibras amiloides donde se observaba un 
patrón estructural común conocido como estructura lámina β-entrecruzada (18). En esta 
estructura las láminas β, ya sean paralelas o anti-paralelas, se disponen de forma 
perpendicular al eje de la fibra. Los puentes de hidrógeno de la cadena principal que 
estabilizan a la estructura β-entrecruzada se disponen en dirección paralela al eje de 
elongación de la fibra (Figura I.5) formando una extensa red que permite explicar la 
extraordinaria estabilidad de este tipo de fibras. 
 












n Si bien mediante el uso de técnicas como microscopía electrónica y de fuerza 
atómica se pudieron caracterizar morfológicamente a las fibras amiloides, una 
caracterización estructural a nivel de detalle atómico es muy difícil de alcanzar debido a 
las limitaciones de las técnicas tradicionales de alta resolución. Por un lado, las fibras no 
son estructuras cristalinas y por lo tanto su resolución por cristalografía de rayos X es 
muy compleja. Por otro lado, estas estructuras son demasiado grandes para ser resueltas 
por resonancia magnética nuclear (RMN). Con el advenimiento de nuevas técnicas 
estructurales como resonancia magnética de estado sólido, o la  criomicroscopía 
electrónica  mejoró notablemente la información de la organización interna de las fibras 
amiloides (19).  
Otra de las técnicas utilizadas para la caracterización de las fibras amiloides es la 
espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (denominada FT-IR), la cual tiene 
un lugar importante en el análisis y en la comprensión de los mecanismos complejos de 
agregación a nivel oligomérico y/o fibrilar. El FT-IR puede detectar fácilmente las 
estructuras β-entrecruzada ya que presenta una vibración característica en la banda Amida 
I (20). Aunque FT-IR es una técnica estructural de baja resolución, tiene la ventaja de 
proporcionar información dinámica de los cambios conformacionales que ocurren 
durante la agregación (21, 22). Una ventaja adicional del FT-IR es que es particularmente 
sensible a las estructuras β y puede diferenciar entre arreglos β paralelos, anti-paralelos 
(23) así también como las estructuras β-entrecruzada presentes en los agregados 
amiloides (24). 
Las características estructurales únicas de los agregados amiloides les confieren 
una serie de propiedades esenciales para su identificación que se resumen a continuación: 
1. Aspecto blanquecino y homogéneo, se tiñen con el colorante aniónico eosina. 
2. Se tiñen con el colorante aniónico Rojo Congo en medio alcalino, y muestran 
birrefringencia verde manzana al ser observados en el microscopio de luz 
polarizada (25). 
3. Poseen estructura fibrilar cuando se observan en el microscopio electrónico 
(15) o de fuerza atómica. 
            4. Muestran un patrón de difracción de rayos-X de tipo hebra β cruzado. Esta 
estructura se conoce actualmente como β-entrecruzada debido a sus señales de difracción 
características en 4.7 y 10 Å (18) (Figura I.3). 
            5. Son afines a los colorantes Tioflavina T y Tioflavina S, con los que forman 











n I.1.3. Plegamiento in vivo y proteostasis celular 
Dentro de las células, una vez terminado el proceso de traducción, la proteína 
naciente debe adquirir una conformación que la haga funcionalmente activa. Para ello es 
necesaria una interpretación eficiente de la información contenida en la secuencia 
primaria de aminoácidos con el fin de alcanzar el estado nativo o funcional, garantizando 
que esta cumpla las condiciones cinéticas y termodinámicas impuestas por su entorno 
fisiológico (ΔG0 mínimo). Del mismo modo que en el plegamiento in vitro, la exposición 
de residuos hidrófobos de la proteína naciente aumenta en gran medida su energía libre y 
se transforma en la fuerza directriz del plegamiento gracias a la propensión a esconder 
rápidamente estas regiones no polares en el interior de la molécula. Las interacciones 
hidrofílicas como puentes salinos y enlaces disulfuro limitan el número de 
conformaciones alcanzables por la cadena polipetídica permitiendo la finalización del 
proceso de plegamiento en un período de tiempo biológicamente aceptable (alrededor de 
1ms).  
El plegamiento in vivo puede ser co-traduccional, iniciándose antes de la 
finalización del proceso de síntesis mientras que la cadena naciente todavía está unida al 
ribosoma (27) o post-traduccional. Respecto al compartimento celular donde se lleva a 
cabo el plegamiento, hay proteínas que experimentan la mayor parte de este proceso en 
el citoplasma mientras que otras lo hacen en organelas específicas como retículo 
endoplásmico (RE) o mitocondrias a medida que se transloca a través de las membranas 
(28, 29).  
Para que las proteínas globulares alcancen su estado nativo en las células, se 
requiere de un grupo de proteínas auxiliares, conocidas como chaperonas moleculares. Se 
trata de una serie de proteínas que se han conservado a lo largo de la evolución, y se 
encuentran en todas las organelas y en los compartimentos celulares encargados de la 
síntesis o la modificación post-traduccional de proteínas. Estas moléculas no llevan a 
cabo el proceso de plegamiento como tal ni forman parte de la estructura funcional final 
de la proteína, sino que actúan como catalizadores de las etapas limitantes de la reacción 
de plegamiento. Las chaperonas más comunes encontradas en el espacio intracelular 
pertenecen a la familia de proteínas de choque térmico (del inglés, HSPs,  Heat Shock 
Proteins) y se las clasifica de acuerdo a su peso molecular en HSP40, HSP60 (incluyendo 
las chaperoninas GroEL/GroES y TRiC/CCT), HSP70 (como la GRP78/BiP Binding 











n también eficientes chaperonas. Otras proteínas también esenciales en el proceso de 
plegamiento son las proteínas disulfuros isomerasas (PDI) y las peptidil-prolil cis-trans 
isomerasas (PPI). Estas chaperonas a menudo trabajan en conjunto para garantizar que 
las diversas etapas del proceso de plegamiento de una proteína se completen de manera 
eficiente y además son las encargadas del transporte de estas hacia diferentes 



























Figure I.6. Regulación del plegamiento de proteínas in vivo. Muchas proteínas recién sintetizadas se 
trasladan al RE donde se pliegan en sus estructuras tridimensionales. Las proteínas plegadas correctamente 
luego se transportan al complejo de Golgi y de allí se envían al medio extracelular. Sin embargo, las 
proteínas plegadas incorrectamente se detectan mediante un mecanismo de control de calidad y se envían 
por medio de otra vía para ser ubiquitinadas, para luego ser degradadas en el citoplasma por el complejo de 
proteosoma. Adaptado de “The unfolded protein response in nutrient sensing and differentiation” Kaufman 
y  colaboradores (30). 
 
 Las células además poseen una serie de mecanismos en las que chaperonas 
también juegan un rol esencial en el control de calidad del proceso traducción-
plegamiento siendo capaces de detectar proteínas mal plegadas (28, 29). Actualmente, el 
mecanismo mejor descrito para el sistema de “control de calidad del plegamiento 
proteico” es el del RE (Figura I.6) (30–32). Dentro del RE, existen chaperonas específicas 











n calidad y las dirigen a la vía de degradación denominada ERAD (ER-Associated 
Degradation). En situaciones en las que la cantidad de proteínas con defectos en el 
plegamiento excede la capacidad de plegamiento del RE, se produce una situación de 
estrés que activa un mecanismo de defensa denominado Respuesta a Proteínas 
Desplegadas (del inglés, UPR, Unfolded Protein Response). Este mecanismo se basa en 
inducir la expresión de las chaperonas moleculares y los componentes de la ERAD, 
atenuando simultáneamente la síntesis de proteínas para disminuir su cantidad en el RE. 
El mal funcionamiento de la UPR puede estar provocado por mutaciones genéticas, 
envejecimiento o factores ambientales, y actualmente constituyen uno de los mecanismos 
de toxicidad en las proteopatías como las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, las 
encefalopatías espongiformes y la diabetes tipo II (33–37). 
I.2. La Enfermedad de Parkinson: una patología relacionada a la acumulación 
de agregados proteicos 
La Enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo de 
mayor incidencia poblacional después de la enfermedad de Alzheimer, con una 
prevalencia del 2-3% de la población en personas mayores de 65 años. Esta cifra se 
duplica cuando se considera la franja etaria de 80 años, por lo que el envejecimiento es 
considerado el principal factor de riesgo de esta enfermedad (38, 39). Las estimaciones 
de incidencia mundial de la enfermedad de Parkinson varían de 5 a 35 casos nuevos por 
cada 100.000 individuos por año (40).  
La EP es una enfermedad crónica y progresiva que frecuentemente es clasificada 
como un trastorno del movimiento, pero que también se manifiesta a través de síntomas 
no motores como alteraciones en la función cognitiva, trastornos del sueño, depresión e 
hiposmia (capacidad disminuida de percibir los olores), alteraciones en la expresión de 
las emociones y en la función autónoma. Actualmente, se cree que esta enfermedad se 
desencadena por una combinación de susceptibilidad genética y exposición a uno o más 
factores ambientales (41). 
Histopatológicamente se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminérgicas en 
una región específica del cerebro denominada sustancia nigra pars compacta (Figura I.7), 
y por la formación de inclusiones citoplasmáticas denominadas cuerpos de Lewy (LB) en 
las neuronas sobrevivientes (42). Normalmente, estas neuronas producen dopamina, un 
mensajero químico responsable de transmitir señales entre la sustancia negra y el cuerpo 











n dopaminérgicas resulta en una disminución en la síntesis de este neurotransmisor 
induciendo patrones anormales de activación nerviosa dentro del cerebro. 
 
 
Figure I.7. Representación de la sustancia nigra en un paciente normal (derecha) y en un paciente con 
enfermedad de Parkinson (izquierda).  
 
La etiología de la muerte neuronal es discutida, sin embargo, actualmente se 
acepta que especies agregadas de α-sinucleína serían los principales agentes citotóxicos 
(43). Si bien factores como estrés oxidativo, mal funcionamiento mitocondrial, 
neuroinflamación, mal funcionamiento en la homeostasis de calcio y transporte axonal 
retrogrado de neurotoxinas han sido involucrados en la patología (44), es posible que 
todos confluyan en un círculo vicioso cuya retroalimentación amplificaría el daño 
neuronal y la evolución de la patología.  
I.2.1. Estructura, localización y fisiopatología de la proteína -sinucleína 
La α-sinucleína es una proteína de 140 aminoácidos que se expresa en neuronas 
y en otros grupos celulares incluidos los melanocitos y los glóbulos rojos (45, 46). Desde 
el punto de vista estructural, está descripta como una proteína intrínsecamente 
desordenada, aunque puede adquirir ciertos elementos de estructura secundaria después 
de la interacción con una serie de ligandos u otras proteínas (47, 48). La secuencia 
primaria puede ser dividida en tres segmentos (Figura I.8): la región N-terminal (residuos 
1-60) contiene de seis o siete repeticiones de la secuencia consenso KTKEGV que 
permiten la interacción con membranas a través de la formación de una hélice anfipática 
(49–51); la región NAC (del inglés Componente No Amiloide-beta, residuos 61-95) rica 











n proteína; y la región C-terminal (residuos 96-140), rica en residuos de ácido aspártico, 
ácido glutámico y prolina, que podría estar involucrada en interacciones proteína-proteína 
como así también en la inhibición intrínseca de la agregación amiloide (52).  
 
Figura I. 8. La molécula de a-sinucleína. Regiones de a-sinucleína: extremo N-terminal, Región 
hidrofóbica (NAC) y extremo C-terminal. 
En cuanto a su localización celular, es común encontrar α-sinucleína en las 
terminales pre-sinápticas como consecuencia de la alta preferencia de la proteína por 
membranas cargadas negativamente y con gran curvatura (53, 54). Esta localización le 
permite a la proteína α-sinucleína interaccionar con diferentes proteínas sinápticas 
involucradas en el tráfico de membranas, exocitosis y liberación de vesículas sinápticas 
en células neuronales (55, 56).   
 Si bien la función fisiológica de la α-sinucleína no está claramente dilucidada, se 
la relacionó al mantenimiento del flujo de vesículas sinápticas en terminales 
pre-sinápticas maduras. En las mismas, interacciona con las proteínas CSP-a y SNAREs 
para prevenir la neurodegeneración (57) y actúa como una chaperona molecular en el 
normal ensamblado del complejo SNARE. Sin embargo, la α-sinucleína parece no ser 
esencial para el desarrollo neuronal o de la sinapsis ya que durante el desarrollo sináptico 
no se detecta su expresión (58). Así también se demostró que ratones knockout para 
α-sinucleína desarrollan una arquitectura cerebral y conexiones sinápticas normales con 
solo leves anomalías en la liberación de neurotransmisores (59, 60) .  
Además, la α-sinucleína puede regular negativamente la expresión y la actividad 
de la tirosina hidroxilasa, enzima que cataliza la conversión del aminoácido L-tirosina al 
precursor de la dopamina. En efecto, la α-sinucleína mantiene la tirosina hidroxilasa 
desfosforilada para reducir la expresión de dopamina lo cual aumenta la degeneración 
neuronal dopaminérgica (61). También se asocia la α-sinucleína con la inhibición de la 
fosfolipasa D2, enzima que hidroliza la fosfatidilcolina hacia ácido fosfatídico y 
diacilglicerol, ambos moduladores intracelulares de la neurotransmisión (62, 63). 
También se postuló que la α-sinucleína podría estar involucrada en la regulación 
de la actividad mitocondrial. Alteraciones en la expresión de la proteína dan lugar a una 











n desbalance oxidativo (64). Además, se observó que el nivel de sobreexpresión de la 
proteína se correlaciona con el nivel de fragmentación mitocondrial a través de la unión 
a la membrana interna de las mitocondrias (65, 66).  
El rol fisiopatológico de la α-sinucleína fue asociado principalmente al proceso 
de formación de agregados amiloides. En efecto, uno de los principales criterios 
histopatológicos para el diagnóstico de la EP es la presencia ex vivo de cuerpos de Lewy, 
inclusiones citoplasmáticas de 8-30 μm de diámetro, formados fundamentalmente por 
fibras amiloides de α-sinucleína de 7-27 nm de diámetro dispuestas radialmente (67). 
Además, se encontró que cuatro mutaciones familiares, A30P, E46K, H50Q y A53T así 
como la triplicación del gen de la α-sinucleína, relacionadas a una mayor propensión a la 
agregación, causan una forma precoz y agresiva de la EP, confirmando el rol principal de 
los agregados en el desarrollo de la enfermedad (68).  
Actualmente se encuentra discutida cuál es la especie agregada responsable de los 
efectos neurotóxicos, sin embargo, se postuló que los agregados pre-fibrilares y no las 
fibras maduras de a-sinucleína son los responsables de tal efecto. Esto pudo demostrarse 
tanto en estudios in vitro como in vivo. Los estudios in vitro demostraron que las 
mutaciones A53T y A30P vinculadas en las etapas tempranas en la EP están asociadas a 
una aceleración de la formación de las especies pre-fibrilares, y no la de formación de 
fibras (69). En los modelos in vivo de C. elegans y D. melanogaster, se observó que la 
sobreexpresión de mutantes de α-sinucleína con capacidad de formación de fibras 
alterada causó una mayor toxicidad. Esta incapacidad de las mutantes de formar fibras se 
correlacionó directamente con la toxicidad y el proceso de neurodegeneración (70). Por 
otro lado, se observó que las mutaciones que favorecen la formación de especies 
pre-fibrilares causaron la muerte de células dopaminérgicas más prominentes tras la 
inyección lentiviral en la sustancia nigra de la rata (SN) (71). En conjunto, estos estudios 
proporcionan evidencia de que los agregados tóxicos podrían ser las especies pre-
fibrilares solubles presentes en la EP.  
Muchos han sido los factores estudiados responsables de influenciar en la 
acumulación y la agregación de α-sinucleína, ya sea a través de la modificación directa o 
indirecta de la proteína. Modificaciones post-traduccionales como la fosforilación de 
residuos de serina y tirosina, la acetilación del extremo amino-terminal del residuo de 
metiltransferasa, 1a ubiquitinación y la sumoilación de residuos de lisina, y la 











n sobre las propiedades tanto fisiológicas como amiloidogénicas de la α-sinucleína (72). 
Por otro lado, la sobre-expresión de proteína puede llevar a una desregulación de su 
degradación, provocar la acumulación de α-sinucleína y promover la neurodegeneración 
(73). La falla en los mecanismos de defensa frente a la acumulación y agregación de a-
sinucleína en el cerebro de pacientes con edad avanzada jugaría un papel importante en 
el desarrollo de la enfermedad (74, 75), ya que puede llevar a una propagación de las 
especies agregadas en el sistema nervioso central (SNC). 
I.2.2. Propagación prionoide de la proteína α-sinucleína 
En 1982 Stanley Prusiner acuñó el término de prion, definiéndolo como un agente 
proteico infeccioso resistente a la inactivación inducida por la mayoría de los métodos 
convencionales que modifican a los ácidos nucleicos. Este agente infeccioso pudo ser 
aislado e identificado como la forma agregada de la proteína PrP responsable de las 
llamadas encefalopatías espongiformes transmisibles (TSEs) (76). Los priones 
constituyen, por tanto, formas auto-replicativas de proteína que son capaces de 
propagarse no solo entre la progenie de una línea celular (transmisión vertical), sino 
también horizontalmente, entre distintos organismos, lo que les confiere su infectividad 
(77, 78). Muchas de las principales proteínas involucradas en las enfermedades 
neurodegenerativas como el péptido β-amiloide, la proteína Tau hiperfosforilada y la 
proteína α-sinucleína, demostraron ser capaces de agregarse y propagarse entre células 
de la misma manera que los priones. Sin embargo, a la fecha no se reportó la 
transmisibilidad entre individuos de especies agregadas de la a-sinucleína y por lo tanto,  
la “infectividad” no puede ser homologada en forma directa con el concepto de 
propagación proteica in vitro (79). Por ello a las especies agregadas de α-sinucleína  se 
las denomina “prionoides” o “prion-like” (79). 
La hipótesis de la propagación prionoide de la α-sinucleína en la EP está 
fundamentada en el hecho que las especies agregadas de la proteína pueden ser liberadas 
al espacio extracelular y posteriormente internalizadas por la neurona contigua (80), la 
microglía (81), o los astrocitos (82, 83) amplificando en cada neurona alcanzada el 
proceso de agregación acelerada por la presencia de estos núcleos “semilla”. En efecto, 
agregados de α-sinucleína son capaces de propagarse a múltiples regiones del cerebro 
durante años o décadas después de iniciada la enfermedad. Desde el punto de vista 











n de especies tóxicas de α-sinucleína empieza en el bulbo olfativo, se propaga por la médula 
oblonga hasta llegar al mesencéfalo y prosencéfalo como sugieren Braak y colaboradores 
(84) (Figura I.9). En línea con este modelo se planteó que la puerta de entrada de los 
agregados de α-sinucleína podría estar en los nervios entéricos del intestino y el bulbo 
olfatorio, donde comienzan los signos y síntomas prodrómicos asociados con la 
enfermedad de Parkinson tales como anosmia y estreñimiento (85, 86), antes de 
diseminarse y comprometer la sustancia nigra, que deriva en una disfunción motriz (87). 
 
 
Figura I.9. Progresión teórica de la agregación de la proteína α-sinucleína en la EP. Las inclusiones de 
la α-sinucleína se producen en las neuronas colinérgicas y monoaminérgicas del tronco cerebral en casos 
asintomáticos (etapa I y etapa II de Braak), infiltran neuronas similares en el cerebro medio y en el 
proencéfalo basal en pacientes con síntomas motores de la EP (etapa III y etapa IV de Braak), y luego se 
encuentran más tarde en las regiones cerebrales límbicas y neocorticales con progresión de la enfermedad 
(estadio V de Braak y estadio VI). Adaptado de “The progression of pathology in Parkinson’s disease”	de 
Halliday y colaboradores (88). 
 
En estudios llevados a cabo en cultivos celulares se demostró que un deterioro del 
sistema de la autofagia lisosomal contribuye a la diseminación de la proteína 
α-sinucleína, ya que conduce a un aumento de la secreción de la proteína al espacio 
extracelular a través de los exosomas y que la endocitosis es un mecanismo clave de la 
captación de la α-sinucleína extracelular (89, 90) (Figura I.10.). Además, hay evidencia 
de la transmisión intercelular de especies agregadas de α-sinucleína tanto in vitro en 
experimentos de co-cultivos celulares como in vivo en ensayos donde se injertan células 















Figura I.10. Mecanismos propuestos para la secreción de la proteína a-sinucleína. La proteína se puede 
secretar tanto en sus formas monoméricas como agregadas mediante vías exocítica o endocítica. La α-
sinucleína puede integrarse directamente en vesículas secretoras y posteriormente liberarse por exocitosis 
(1). Alternativamente, α-sinucleína se puede trasladar a los endosomas tempranas, desde ahí se puede 
liberar al espacio extracelular a través de los endosomas tardíos (2) o incorporarse a las vesículas 
multilaminares (VM) donde puede dirigirse a la degradación por fusión con lisosomas o a la secreción por 
fusión con la membrana plasmática, y la liberación de exosomas (3). Adaptado de “Alpha-synuclein: from 
secretion to dysfunction and death”, Marques y colaboradores (93).  
 
El efecto neurotóxico de las especies oligoméricas α-sinucleína extracelulares se abordó 
en varios estudios. Los oligómeros de α-sinucleína recombinantes pueden ser absorbidos 
por las neuronas en cultivo y desencadenar la muerte celular (94, 95). Además, el 
tratamiento de los medios condicionados que contienen α-sinucleína derivado de 
neuronas con compuestos que interfieren con la formación de los oligómeros rescató a 
las células neuronales receptoras de la toxicidad (96). En conjunto, estos estudios indican 
que la α-sinucleína extracelular tiene un papel importante en la progresión de los procesos 
patológicos relacionados con la EP, la propagación de los cuerpos de inclusión y en los 
procesos de neurodegeneración. 
I.2.3. Proceso de neuroinflamación: implicancias de las células gliales 
La secreción de la α-sinucleína por las neuronas no solo induce toxicidad en el 
citoplasma de la neurona contigua, sino que también genera inflamación en el espacio 
extracelular, ya que pueden ser internalizados por la glía. Se ha descrito que los 











n También, los astrocitos del tronco del encéfalo muestran altos niveles de acumulaciones 
de la proteína.  
La interacción de células microgliales con especies agregadas de α-sinucleína 
induce su activación, iniciando un programa específico que da como resultado la 
transformación gradual de una microglía ramificada en reposo a una forma ameboide 
activada (97, 98). Desde el punto de vista bioquímico, esta activación se traduce en la 
producción incrementada de los factores neurotróficos o factores proinflamatorios 
sumada a la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) 
(99, 100). Un número creciente de evidencias avalan la idea que el proceso 
neuroinflamatorio podría contribuir al inicio y/o al empeoramiento de la degeneración 
neuronal (83). Así, el análisis de muestras extraídas  a partir de cerebros post-mortem, de 
imágenes cerebrales y de biomarcadores de fluidos muestran que la neuroinflamación es 
una característica destacada de la EP (101) y, aunque tal vez no sea el desencadenante 
inicial, la neuroinflamación probablemente sea un proceso esencial en la patología de la 
EP (102, 103).  
Se pudo observar que en los fluidos biológicos (líquido cefalorraquídeo o suero) 
de pacientes con la EP los niveles de citoquinas proinflamatorias como la interleucina-1b 
(IL1-b), la interleucina-2 (IL-2), la interleucina-6 (IL-6) o el factor de necrosis tumoral 
alfa (TNF-a), se encontraron aumentados (104, 105). 
Existe un vínculo estrecho entre el proceso de formación de agregados 
de a-sinucleína y la neuroinflamación, ya que se observó en pacientes y en modelos de 
animales de la enfermedad de Parkinson, que la agregación de α-sinucleína induce una 
respuesta de las células de la glía (103). Se postuló que los procesos de agregación y de 
inflamación se podrían potenciar mediante un ciclo vicioso de retroalimentación (Figura 
I.11). 
Experimentos in vitro con células de microglía muestran una elevación en los 
niveles del óxido nítrico, el TNF-a y la IL1-b ante la presencia de agregados de 
α-sinucleína (106, 107). También, en experimentos de co-cultivo de neuronas-microglía 
se observó una activación de la microglía inducida por los agregados de α-sinucleína lo 
que provocó una disminución en la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas. La 
capacidad de los agregados de activar la microglía también se demostró in vivo en ratones 











n de citoquinas proinflamatorias, la expresión de marcadores endoteliales de la inflamación 
y la activación microglial (107). 
 
 
Figura I. 11. Rol de la proteína a-sinucleína en la neuroinflamación, la neurotoxicidad y la propagación 
de la patología. La proteína α-sinucleína puede ser secretada o liberada por neuronas moribundas al espacio 
extracelular. La α-sinucleína extracelular puede activar los astrocitos y la microglía circundantes, lo que 
provoca una actividad proinflamatoria glial. Tras la activación, la microglía produce citoquinas 
proinflamatorias, óxido nítrico y especies reactivas de oxígeno, que pueden ser tóxicas para las neuronas. 
Además, la α-sinucleína puede transferirse directamente entre las neuronas, lo que lleva a la propagación 
de un proceso de agregación de la proteína y compromete la viabilidad de la neurona receptora. Adaptado 
de “Alpha-synuclein: from secretion to dysfunction and death”, Marques y colaboradores (93). 
 
Además de los efectos sobre la microglía, se demostró que α-sinucleína evoca 
respuestas en los astrocitos. La transferencia de la proteína α-sinucleína de las neuronas 
a los astrocitos se evidenció tanto en cultivos celulares como in vivo en cerebros de 
ratones transgénicos que expresan la α-sinucleína humana (82). La transmisión de α-
sinucleína neuronal condujo a la acumulación de la proteína en los astrocitos 
desencadenando la respuesta inflamatoria de los mismos. 
Todos estos diferentes estudios proporcionan evidencia sobre el papel de la 
α-sinucleína extracelular en la modulación de la función glial y en la neuroinflamación, 
apoyando aún más la importancia del estudio de los mecanismos de agregación de 
α-sinucleína para evitar que las especies patogénicas lleguen a activar las células de la 












n I.3. Tratamientos farmacológicos para la Enfermedad de Parkinson 
A grandes rasgos, todas las estrategias farmacológicas pueden ser clasificadas en 
modificadoras de la evolución de la enfermedad (preventivas) o en sintomáticas. Entre 
las primeras se cuenta a aquellas capaces de demorar, detener o revertir la progresión de 
la patología, mientras que las terapias sintomáticas están destinadas solo a paliar los 
síntomas de la enfermedad. A pesar de que ambas terapias son necesarias, en la actualidad 
únicamente están aprobados los tratamientos sintomáticos para su uso en clínica.   
Dado que la mayoría de los síntomas de la EP son causados por la falta de 
dopamina en el cerebro, muchos tratamientos sintomáticos buscan reponer 
temporalmente la dopamina o imitar su acción (agonistas). Estos medicamentos se 
denominan dopaminérgicos y, por lo general, ayudan a reducir la rigidez muscular, 
mejoran la velocidad y la coordinación del movimiento, y disminuyen el temblor. 
Entre los medicamentos de reposición de la dopamina, la L-DOPA (precursor de 
la dopamina) se ha mantenido como el medicamento estándar para los pacientes que 
padecen la enfermedad. Se utiliza la L-DOPA en lugar de la dopamina ya que tiene una 
mayor capacidad para pasar la barrera hematoencefálica. Sin embargo, la biodistribución 
en el sistema nervioso se limita a un 2% y la mayor parte del fármaco que se administra 
puede actuar sobre blancos fuera del sistema nervioso donde además, se metaboliza. Las 
preparaciones actuales de la L-DOPA incluyen inhibidores del aminoácido aromático 
descarboxilasa (AADC), por ejemplo la carbidopa o la benserazida, para prevenir el 
metabolismo periférico de la dopamina y mejorar su biodisponibilidad (Figura I.12.). El 
metabolismo periférico involucra también la orto-metilación de la L-DOPA a través de 
la catecol O-metiltransferasa (COMT). La inhibición de esta enzima en la periferia 
aumentará aún más la biodisponibilidad y la vida media de la L-DOPA, lo que es 
particularmente beneficioso en pacientes que han desarrollado disquinesia (108). La 
extensión de la duración del efecto de las dosis individuales de la L-DOPA a través de 
los inhibidores de la COMT se ha convertido en un tratamiento de primera línea en estos 
individuos, y actualmente hay tres preparaciones disponibles para uso clínico (109, 110). 
Otro tratamiento que permite extender la vida media de la L-DOPA es la utilización de 
inhibidores de la monoaminooxidasa tipo B. La oxidación a través de la 
monoaminooxidasa tipo B (MAOB) en células gliales es un mecanismo de eliminación 
importante para la dopamina liberada sinápticamente, junto a la re-captación pre-sináptica 













Figura I. 12: Esquema de blancos dopaminérgicos donde pueden actuar diferentes medicamentos contra 
la enfermedad de Parkinson. Adaptado de “Parkinson disease”, Werner y colaboradores (44). 
 
Una terapia alternativa a la L-DOPA lo constituyen los agonistas de los receptores 
dopaminérgicos. La acción de la dopamina en las neuronas está mediada a través de dos 
clases de receptores de dopamina (D1 y D2). Los dopaminomiméticos pueden ejercer su 
actividad estimulando en forma directa a los receptores de dopamina (agonistas 
receptores de dopamina). Estos agonistas se encuentran dirigidos principalmente hacia la 
familia de los receptores D2 y se introdujeron por primera vez en la terapia de la 
enfermedad de Parkinson en la década de 1970. Una ventaja importante de los agonistas 
de la dopamina es que poseen una vida media más larga que la L-DOPA,  convirtiéndose 
en candidatos atractivos como terapias complementarias en pacientes con disquinesia 
inducida por la L-DOPA (112).  
Empíricamente el tratamiento con la L-DOPA es el más efectivo porque a partir 
de éste se libera dopamina que tendría un mayor número de acciones en comparación a 
los agonistas de los receptores dopaminérgicos. Además de estimular los receptores de 
dopamina (D1 y D2), la dopamina también podría activar adrenoreceptores, nuevos sitios 
de dopamina, trasportadores de dopamina y el receptor asociados a las aminas trazas 
(113). 
I.3.1. Nuevas estrategias terapéuticas para prevenir la Enfermedad de 
Parkinson 
A pesar de todos los tratamientos existentes hoy en día para tratar pacientes con 











n la enfermedad. Por esta razón, un gran reto en el área de la neurociencia es la búsqueda 
de nuevos medicamentos que tengan un efecto protector sobre las neuronas 
dopaminérgicas y sobre las células de la glía, ya que estas dos últimas se encuentran 
altamente involucradas en el desarrollo de la enfermedad. 
Hasta el momento, se desarrollaron varias moléculas las cuales mostraron un gran 
potencial en los estudios preclínicos, pero ninguna de ellas alcanzó un nivel de madurez 
suficiente que permita su aprobación para el uso en la clínica. Actualmente se están 
realizando diferentes ensayos clínicos con el objetivo de modificar la progresión de la 
enfermedad. Los ensayos en curso se resumen en la Tabla I. 
 
Blanco Compuesto Fase Ensayo clínico 
Antioxidante: 
Procesos de oxidación 
en el medio puede 
conducir a la muerte 
neuronal 
Glutatión Fase II b NCT02424708 
Inosina Fase III NCT00833690 
Factores 
neurotróficos: 
Ayudan a restaurar y 
proteger las neuronas 
GDNF Fase II NCT03652363 
CERE-120 Fase II NCT00985517 
 
α-sinucleína: 
Esta proteína se 
acumula en el cerebro 
y resulta tóxica para 
las neuronas 
AFFITOPE Fase I b NCT026189941 
NPT088 Fase I NCT03008161 





Elementos naturales o 
medicamentos 
aprobados para otras 
condiciones. 
Exenatida Fase IV NCT02455076 
Isradipina Fase III NCT02168842 
Parche de 
Nicotina 
Fase II b NCT01208935 
Nilotinib Fase II NCT03205488 
Tabla I. Terapias para prevenir, retardar o detener la progresión de la EP. Las terapias están dirigidas a 












n Una alternativa que se está explorando es el uso de antioxidantes. Estos buscan 
atacar los efectos nocivos derivados del estrés oxidativo que podrían conducir a la 
degeneración celular. Entre ellos, el glutatión se propuso como terapia neuroprotectora 
para la EP durante décadas, pero su uso se vio limitado por la baja disponibilidad de la 
droga luego de su administración por vía oral o por las dificultades derivadas de su 
aplicación intravenosa (114). En un estudio reciente de Fase I, se demostró que la 
aplicación como aerosol por vía nasal constituye una terapia segura y tolerable. A pesar 
que durante este estudio se encontró una mejora de los síntomas clínicos de los pacientes, 
un estudio posterior de Fase IIb mostró que esta mejora no es significativamente superior 
frente al tratamiento con placebo al cabo de un período de tres meses (115). Otra 
propuesta exploró elevar los niveles de urato, un antioxidante natural, mediante el 
tratamiento con la inosina. A pesar que este tratamiento alcanzó un ensayo clínico de Fase 
III (116), tuvo que ser suspendido prematuramente ante la evidencia de que no afecta la 
progresión de la enfermedad de Parkinson (117).  
Otra alternativa terapéutica que se encuentra bajo estudio es la administración de 
factores neurotróficos (118). Los factores neurotróficos son proteínas secretadas al medio 
extracelular que juegan un rol clave en el desarrollo del sistema nervioso central. Así por 
ejemplo, el factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF) sería capaz de 
restaurar las células nerviosas dañadas, incluyendo las células dopaminérgicas y 
protegerlas del daño. Desafortunadamente, este efecto que se observó en etapas 
preclínicas, no se vio reflejado en los estudios de fase clínica posteriores. Se cree que la 
causa de la falla estaría dada por la incapacidad de la droga de alcanzar su tejido blanco 
(119), por lo cual se están evaluando formas de administración directa en el putamen a 
través de un catéter (120). La neurturina (NRTN) es otro factor neurotrófico bajo 
evaluación. Para la administración del mismo se propuso la fusión con adenovirus de 
serotipo 2 (AAV2), formulación que se conoce como CERE-120. A pesar que los ensayos 
clínicos iniciales fueron prometedores demostrando la seguridad y la tolerabilidad del 
tratamiento (121), un estudio posterior más extendido no pudo demostrar una mejora en 
los pacientes que se sometieron al tratamiento, debido también a problemas del 
medicamento para alcanzar el blanco de acción (122). Actualmente se está realizando un 
seguimiento de pacientes que se sometieron a una inyección del medicamento 











n Debido a la creciente evidencia de que las especies oligoméricas de α-sinucleína 
causan la pérdida de neuronas dopaminérgicas en forma directa y/o a través de la 
activación de las células gliales, se esperaría que compuestos que actúen sobre la 
agregación de la proteína α-sinucleína pongan fin a la progresión de la EP. Con este fin 
se desarrolló AFFITOPE, una vacuna que induce la producción de anticuerpos contra la 
α-sinucleína (125, 126). Un estudio de Fase I demostró que la administración de la 
inmunización es segura, aunque el título de los anticuerpos decae con el tiempo por lo 
que se necesitarían refuerzos (127). También con el fin de aumentar la degradación de los 
agregados de α-sinucleína, se desarrolló el compuesto NPT088. El mismo se deriva de 
una proteína de cápside del bacteriófago M13, que presenta la capacidad de reconocer y 
remodelar agregados amiloides (128). Finalmente, NPT200-11 es una molécula pequeña 
desarrollada por la industria farmacéutica para inhibir la formación de los agregados 
tóxicos de α-sinucleína, lo que resultó en una mejora en los exámenes de 
comportamiento, los neuropatológicos y los bioquímicos de ratones modelo de Parkinson 
que sobre-expresan la proteína (129).  
I.3.2. Acelerando el desarrollo de tratamientos farmacológicos a través del 
reposicionamiento de drogas 
La presión para encontrar un tratamiento neuroprotector se hace evidente a la luz 
de proyecciones que indican que las enfermedades neurodegenerativas serán la segunda 
causa más común de muerte después de las afecciones cardiacas (130), mientras que los 
costos derivados del cuidado de los pacientes alcanzarán los 6 billones de dólares para el 
año 2030 (131). Sin embargo, la evaluación de nuevas terapias es un proceso largo y 
costoso, que muchas veces se ve interrumpido por que los compuestos no pueden pasar 
las etapas de evaluación clínica. Una causa importante de fallo de los compuestos en estas 
etapas lo constituye su toxicidad o la baja disponibilidad en el órgano diana. Una 
aproximación que permite disminuir significativamente el tiempo, el costo y el riesgo del 
desarrollo farmacológico es la conocida como reposicionamiento de fármacos, e 
involucra explorar el uso de compuestos existentes contra nuevos blancos que se 
encuentran fuera del repertorio de indicaciones para el cual se aprobó originalmente. El 
reposicionamiento de fármacos tiene la ventaja de aprovechar la información que ya está 
establecida por la farmacopea como ser la farmacocinética, la farmacodinámica, la 
biodisponibilidad y los efectos adversos que estas moléculas causan. De esta manera, los 











n comparación con los asociados a nuevas entidades químicas (10-15 años) (132). En 
consecuencia, el reposicionamiento permite reducir los costos de desarrollo hasta un 60%. 
Adicionalmente, el riesgo que conllevan es menor: la tasa de aprobación de drogas 
reposicionadas alcanza un 30% (132).  
Históricamente, el reposicionamiento de fármacos se dio de manera oportunista y 
fortuita; una vez que se detecta un nuevo efecto en su uso, la misma es rápidamente 
llevada hacia una explotación comercial. Quizás el caso más famoso de 
reposicionamiento lo constituye el Sildenafil. Este compuesto diseñado originalmente 
para el tratamiento de las anginas de pecho encontró un nuevo uso en el tratamiento de la 
disfunción eréctil (133). Así también la Talidomida, introducida al mercado inicialmente 
como un sedante y retirado por sus efectos teratogénicos, encontró utilidad años más tarde 
en el tratamiento del eritema nudoso leproso (ENL) (133) y del mieloma múltiple (134). 
El éxito relativo del desarrollo de fármacos a través del reposicionamiento impulsó a la 
industria farmacéutica a aplicar esta aproximación a un gran espectro de patologías, desde 
enfermedades raras del trópico (135) hasta las enfermedades neurodegenerativas (136, 
137).   
Dentro de este último grupo se está evaluando el efecto neuroprotector de la 
Exenatida (138, 139), un compuesto usado para el tratamiento de la diabetes, y la 
Isradipina, un medicamento utilizado para la presión alta (140). Por otra parte, el estudio 
en fase clínica de los parches de nicotina indicó que el mismo no presenta ningún 
beneficio para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (141) mientras que la 
administración de Nilotinib arrojó resultados contradictorios (142, 143).  
I.3.3. Tetraciclinas: una nueva opción para su reposicionamiento en el área de 
las enfermedades neurodegenerativas 
Las tetraciclinas (TCs) son moléculas versátiles para su modificación química, 
donde la relación estructura-función es bien conocida especialmente contra bacterias. 
Constituyen una clase de antibióticos capaces de inhibir la síntesis de proteínas en 
bacterias Gram positivas y Gram negativas al prevenir la unión del aminoacil-ARNt al 
sitio aceptor de los ribosomas (A) (144). Este mecanismo ha sido confirmado por 
cristalografía de rayos X (145). Las TCs se unen específicamente al ribosoma bacteriano 











n Históricamente, las tetraciclinas se clasifican en primera, segunda y tercera 
generación (146). Las TC de primera generación corresponden a aquellas que se obtienen 
mediante biosíntesis como son la Tetraciclina, la Clortetraciclina, la Oxitetraciclina, la 
Demeclociclina. Las de segunda generación son derivados de semi-sínteticos y abarcan a 
la Doxiciclina, la Limiciclina, la Meclociclina, la Metaciclina, la Minociclina, y la 
Rolitetraciclina. Finalmente, las de tercera generación se obtienen totalmente en forma 
sintética, tal como la Tigeciclina. Sin embargo, algunos investigadores consideran que la 
Tigeciclina es distinta de otros medicamentos que contienen tetraciclinas y se consideran 
una nueva familia de antibacterianos llamados glicilciclinas.  
Las tetraciclinas presentan una plétora de actividades biológicas además de la 
actividad antibiótica, como ser la capacidad de inhibir métalo proteasas de la matriz 
extracelular, la capacidad de secuestrar iones divalentes como calcio y magnesio, o su 
capacidad de secuestrar especies reactivas del oxígeno. A través de estudios de la relación 
estructura-actividad se pudieron comprender las bases moleculares que dictan estas 
diversas actividades biológicas.   
Las tetraciclinas tienen una estructura relativamente rígida formada por un centro 
común de cuatro anillos, etiquetados A-D, al cual se adhieren distintos sustituyentes 
(Figura I.13.). La distribución diferencial de los sustituyentes polares y apolares permiten 
definir una cara con gran capacidad para formar puentes hidrogeno de un lado, y una cara 
con preferencia por las uniones hidrofóbicas por el otro.  Así, la región rica en oxígeno 
del lado inferior es crítica para la unión a blancos procariotas y eucariotas, e interferir con 
este grupo disminuye o elimina su actividad. Esta región otorga también la capacidad para 
formar complejos con iones divalentes mediante el grupo ceto-enólico ubicado en 
posición 11 y 12. La región hidrofóbica superior es el sitio de mayor variabilidad entre 
las tetraciclinas y permite modular tanto la actividad antibiótica de la molécula como su 
coeficiente de partición en octanol-agua (146). El sustituyente dimetilamino en posición 
4 es de particular importancia para la actividad antibiótica. La eliminación del mismo da 
lugar a las tetraciclinas modificadas químicamente o CMT (por su sigla en inglés 
“Chemically Modified Tetracyclines”) las cuales no presentan actividad antibiótica pero 
conservan la capacidad de unirse a otros blancos moleculares como las metaloproteasas 
de la matriz extracelular (147). Por otra parte, la capacidad de retirar especies reactivas 











n fenólico en posición 10, los cuales reaccionarían formando radicales menos reactivos ya 




Figura I.13: Estructura química de la Tetraciclina. Se muestran los anillos A a D y la numeración de los 
carbonos utilizada en la nomenclatura de las tetraciclinas para denominar la posición de los sustituyentes.  
 
La función de las TCs en otros campos como ser la oncología, la neurología, la 
virología no está del todo descripta, sin embargo, están surgiendo como muevas 
aplicaciones tecnológicas para estos campos de estudio. En los últimos años se 
comenzaron a utilizar diferentes tetraciclinas para inhibir el proceso de agregación de 
diferentes proteínas (149, 150) y el proceso de neuroinflamación tanto in vitro como in 
vivo en modelos animales de la enfermedad de Parkinson (151).  
Así se demostró en un modelo in vivo que la doxiciclina inhibe la liberación de 
diferentes citoquinas proinflamatorias por parte de la microglía como así también la 
liberación del neurotransmisor glutamato, demostrando tener propiedades 
antiinflamatorias. Además, mitiga la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia 
nigra y en las terminales nerviosas en el cuerpo estriado (152). 
  Se propuso que el mecanismo subyacente a este efecto sería la habilidad de la 
doxiciclina de disminuir la neuroinflamación (152). Tomando en cuenta que el 
tratamiento con anti-inflamatorios no probó ser suficiente para prevenir la 
neurodegeneración (153), se propone que la doxiciclina podría tener un blanco molecular 
adicional. De hecho, los reportes previos demostraron la capacidad de la doxiciclina de 











n Ab (154), el péptido PrP (150), y la b2-microglobulina (155). Sin embargo, no existen 
estudios acerca del efecto de la doxiciclina sobre la agregación de a-sinucleína.  
 
En base a los antecedentes expuestos, el presente trabajo de Tesis describe el 
efecto antiagregante de la doxiciclina que, junto a sus propiedades antiinflamatorias y 
antioxidantes, permite postularla como una molécula neuroprotectora y así considerar 
















“La mitad del trabajo científico consiste en plantearse las 














El objetivo general de este trabajo de Tesis es caracterizar biofísica y 
funcionalmente el efecto que causan las tetraciclinas en el proceso de agregación de la 
proteína a-sinucleína para evaluar su reposicionamiento en la clínica. 
En este contexto, los objetivos específicos de este trabajo involucran cuatro aspectos 
generales:  
1. Estudiar el efecto de la doxiciclina sobre la agregación de la proteína a-sinucleína:  
• Evaluar la cinética de agregación de la a-sinucleína en presencia y ausencia de la 
doxiciclina mediante espectroscopía de fluorescencia. 
• Estudiar los cambios morfológicos y estructurales de las nuevas especies 
generadas por la acción de la doxiciclina mediante dispersión de rayos X a ángulos 
bajos, microscopía electrónica de trasmisión, y espectroscopía vibracional. 
• Determinar la interacción de la doxiciclina con las especies de a-sinucleína en el 
proceso de agregación mediante resonancia magnética nuclear. 
• Estudiar la toxicidad de las especies agregadas de la a-sinucleína formadas en 
presencia y ausencia del antibiótico en la línea celular SHSY5Y. 
 
2. Identificar el farmacóforo responsable por la actividad anti-agregante de las 
tetraciclinas y buscar un análogo de doxiciclina con baja actividad antibiótica para su 
reposicionamiento: 
• Identificar los determinantes químicos en diferentes antibióticos capaces de 
interferir en la agregación de proteínas relacionadas con enfermedades 
neurodegenerativas. 
• Determinar las propiedades fisicoquímicas de las tetraciclinas modificadas 
químicamente (CMTs) para evaluar su capacidad de atravesar la barrera 
hematoencefálica. 
 
3. Caracterizar el efecto de la CMT-3 en el proceso de la agregación de la proteína 
α-sinucleína: 
• Evaluar la capacidad de la CMT-3 de inhibir el proceso de agregación de la 












• Determinar la morofología de las especies formadas mediante distintos tipos de 
microscopías: microscopía confocal de barrido láser, microscopía electrónica de 
transmisión y de barrido, y microscopía de fuerza atómica. 
• Estudiar las características estructurales de las especies formadas en presencia de 
la CMT-3 y comparar estas especies con las obtenidas con la doxiciclina. 
• Evaluar la interacción de la CMT-3 con las diferentes especies agregadas de la 
a-sinucleína mendiante anisotropía de fluorescencia. 
 
4: Evaluar la capacidad de la CMT-3 de interaccionar y desestabilizar la estructura 
cuaternaria de especies fibrilares de la proteína a-sinucleína 
 
• Estudiar la acción de la CMT-3 sobre fibras pre-formadas y determinar su 
capacidad de actuar como núcleos de polimerización en la cinética de   agregación 
de la a-sinucleína. 
• Evaluar las diferencias morofológicas generadas con el tratamiento de la CMT-3 
sobe las fibras utilizando microscopía electrónica de transmisión, microscopía 
electrónica de barrido y microscopía de fuerza atómica. 
• Analizar el efecto de las fibras desensambladas sobre la integridad de membranas 
modelos. 












“Un experimento es una pregunta que la ciencia plantea a la 















III. 1. Expresión y purificación de la proteína a-sinucleína 
Como parte de mi formación en este trabajo de Tesis, me entrené en la técnica de 
expresión y purificación de la proteína a-sinucleína, procedimientos que llevé a cabo en 
el INSIBIO. La expresión de a-sinucleína se realizó en E. coli (BL21) usando el plásmido 
pT7-7 que contiene el gen codificante de la proteína siguiendo el protocolo descripto por 
Hoyer y colaboradores (156). Las células fueron cultivadas en medio de LB en presencia 
de ampicilina hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento y en ese momento se 
indujo la expresión de a-sinucleína con 0,5 mM de IPTG. Luego de 4 horas de incubación 
a 37oC, se cosecharon las células por centrifugación. A continuación, se reuspendieron 
las células en una solución tampón de lisis (10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 0.8-1 mM 
PMSF) y luego se sometieron las células a tres ciclos de disrupción mediante un micro-
fluidificador (Microfluidizer LM20 de alta presión con celda de cerámica G10Z de 87 
µm). Explotando la termoestabilidad de la a-sinucleína, se sometieron las muestras a 100 
ºC durante 15 minutos para producir la agregación de todas las proteínas citoplasmáticas 
no resistentes al calor. Luego, se eliminó el ADN celular con sulfato de estreptomicina. 
Posteriormente, se precipitó selectivamente la a-sinucleína con 361 mg/ml de (NH4)2SO4 
y se realizó una cromatografía de intercambio aniónico, utilizando una columna Mono Q-
GE acoplada a un equipo ÄKTA (GE Healthcare Life Sciences) (Figura III.1). 
La elución se realizó en un gradiente creciente de NaCl, en el que la proteína 
a-sinucleína eluye aproximadamente a una concentración de 300 mM de NaCl. Luego 
hizo realizó una diálisis contra una solución tampón HEPES 2 mM. Por último, la proteína 
se liofilizó.  
La pureza de la proteína se determinó mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE) (157). La solución de 
a-sinucleína para los ensayos de agregación se preparó en solución tampón HEPES 20 
mM, NaCl 150 mM a pH 7,4. La solución obtenida antes de ser utilizada, se filtró y 
centrifugó 30 minutos a 12000 g para remover pequeños agregados preformados. La 
concentración de a-sinucleína se determinó usando un coeficiente de extinción molar de 
5600 M-1cm-1 (156). 
 
 













Figura III.1. Cromatrograma de la purificación de la proteína a-sinucleína. Elución de la proteína 
realizando un gradiente de concentración de NaCl hasta un 60 % del mismo. El pico con mayor absorbancia 
corresponde a la proteína purificada.  
 
III. 2. Espectroscopía de fluorescencia  
Una de las técnicas que utilicé durante el desarrollo de la presente Tesis para los 
estudios de agregación de la proteína a-sinucleína fue la espectroscopía de fluorescencia. 
Esta técnica es un tipo de espectroscopía electromagnética donde se utiliza un haz de luz 
para inducir el paso de los electrones de los fluoróforos a un estado energético excitado, 
los que al regresar al estado energético basal emiten luz a una mayor longitud de onda. 
La intensidad de emisión de la fluorescencia fue registrada en un espectrofluorómetro ISS 
PC1 (Urbana-Champaign, IL, USA). 
III.2.1. Estudio de los cambios conformacionales producidos durante la 
agregación patológica de la proteína a-sinucleína  
Para seguir el proceso de la agregación de a-sinucleína mediante espectroscopía 
de fluorescencia se utilizó como sonda fluorescente la Tioflavina T (ThT). Esta molécula 
es un benzotiazol catiónico conocido por aumentar su intensidad de la fluorescencia al 
interaccionar con depósitos amiloides. La sonda presenta una estructura plana con un 
extremo hidrofóbico formado por un grupo dimetilamino unido a un grupo fenilo 
(bencilamina). A su vez este grupo está unido a un grupo más polar, un grupo 
benzotiazólico que contiene un N y un S polar (Figura III.2).  











Figura III.2. Estructura química de la molécula de Tioflavina T (158). 
Esta combinación de regiones polares e hidrofóbicas es lo que le da la posibilidad 
a la molécula de ThT de formar micelas en solución acuosa, con la parte hidrofóbica al 
interior y los N cargados positivamente expuestos hacia el solvente (159). En solución, la 
bencilamina y el anillo benzotiazolico de la ThT pueden girar libremente alrededor de su 
enlace carbono-carbono (Figura III.3). 
 
Figura III.3. Sitio de unión de la ThT en las fibras amiloides. Esquema del canal formado por las 
cadenas laterales de los aminoácidos que forman la estructura β-entrecruzada (158). 
 
Esta rotación rápida apaga estados excitados generados por fotones de excitación, 
causando una baja emisión de la fluorescencia de la ThT en solución. En contraste, la 
inmovilización de la rotación de la ThT conserva el estado excitado, resultando en un alto 
rendimiento cuántico de fluorescencia (160). Se cree que al unirse a los surcos de las 











fibras amiloides, ThT queda estéricamente restringida, produciéndose así un aumento de 
la intensidad de la fluorescencia.  
Al intercalarse la ThT en las estructuras β-entrecruzada de las fibras amiloides, se 
produce un desplazamiento hipercrómico en el espectro de excitación (de 385 a 450 nm) 
y de emisión (de 445 a 482 nm) de la sonda. El aumento de la emisión de la fluorescencia 
en varios órdenes de magnitud cuando ThT se une a las fibras la convierte en una sonda 
eficiente y sensible para la detección de fibras amiloides, sin necesidad de lavar el exceso 
de ThT. (161, 162). La unión de la molécula de ThT a las fibras amiloides es muy rápida 
(161, 162). Los estudios de la cinética de agregación de a-sinucleína en ausencia y 
presencia de doxiciclina o CMT-3 se realizaron midiendo la emisión de fluorescencia de 
la ThT a diferentes tiempos. A partir de una solución madre de 2,5 mM de ThT preparada 
en solución tampón HEPES 20 mM, pH 7,4 se utilizaron diferentes protocolos:  
• Los estudios de dosis-respuesta de la inhibición de la formación de fibras 
amiloides de a-sinucleína, mediante doxiciclina y CMT-3, se realizaron incubando la 
proteína con diferentes concentraciones de los compuestos a 37 ºC bajo agitación orbital 
a 600 rpm durante 96 h. Luego a cada muestra se agregó la ThT a partir de la solución 
madre en cantidades suficientes para obtener una concentración final de 25 μM.  
 
• Los estudios de la cinética de agregación de la a-sinucleína en ausencia o en 
presencia de la doxiciclina o la CMT-3 se realizaron incubando en un Thermomixer, a 
37º C y bajo agitación orbital a 600 RPM, una solución monomérica de a-sinucleína 
(70 μM) preparada en HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4, en ausencia o en 
presencia de 100 µM de doxiciclina o de CMT-3. Se sacaron alícuotas a diferentes 
tiempos de la reacción de agregación y se agregó a las alícuotas la ThT, para luego ser 
medidas en el espectroflurómetro. 
 
•  Para los estudios de nucleación-polimerización también se recurrió a la 
espectroscopía de fluorescencia utilizando la sonda ThT. Para evaluar la capacidad de 
las especies agregadas de la a-sinucleína de acelerar la cinética de agregación de la 
proteína, se incubó a 37 ºC y 600 rpm la a-sinucleína (70 µM) en ausencia o en presencia 
de la doxiciclina durante 16 h. Luego se realizó una dilución de 1/10 de cada solución y 
se colocó en una solución fresca de a-sinucleína (70 µM). Se tomó alícuotas (50 µl) a 











diferentes tiempos y se agregó 70 µl de la ThT para alcanzar una concentración final de 
25 µM para su lectura en el espectrofluorómetro. 
 
• Para estudiar el proceso desensamblado de las fibras amiloides, se pre-incubó la 
 a-sinucleína durante 44 h bajo condiciones de agregación, previo a la adición de la 
doxiciclina o la CMT-3. Luego se tomó muestras a diferentes tiempos a lo largo de 48 h 
y se analizó nuevamente por espectroscopía de fluorescencia. 
 
• Las especies agregadas resultantes del tratamiento con la CMT-3 y las fibras de 
a-sinucleína fueron utilizadas como núcleos para estudiar la capacidad de ser utilizadas 
para el proceso nucleación-polimerización de la reacción de agregación de la proteína. 
Para esto, se realizó una dilución de las soluciones, se las colocó en una muestra fresca 
de a-sinucleína fresca (70 µM) y se incubó las soluciones durante 120 h. Se tomó 
alícuotas a diferentes tiempos y cada muestra se puso en contacto con una solución de 
ThT. Luego se realizó las mediciones de fluorescencia como se mencionó anteriormente. 
Cada punto de las diferentes curvas se realizó por triplicado y cada experimento 
se replicó tres veces para que los resultados obtenidos tengan validez estadística. Las 
lecturas de la intensidad de la fluorescencia de la sonda ThT se realizó de acuerdo a 
Levine y colaboradores (162) fijando la longitud de onda de excitación (λexc) a 450 nm, y 
la de emisión (λem) a 482 nm. Para esto se usó una rendija (del inglés slit) de 1 mm para 
el paso de luz de excitación y de 1 mm para el de emisión, respectivamente en un 
espectrofluorómetro ISS-PC1 (Champaign,IL).  
III.2.2. Estudio de la exposición de nuevas superficies hidrofóbicas al disolvente 
Durante el proceso de plegamiento de las proteínas ocurren diferentes cambios 
conformacionales y otros procesos que modifican la exposición de superficies 
hidrofóbicas al solvente. La exposición de superficies hidrofóbicas al disolvente también 
se estudió mediante espectroscopía de fluorescencia. 
Los anilinonaftaleno sulfonatos (ANS) son sondas esencialmente no fluorescentes 
en agua, y se vuelven apreciablemente fluorescentes cuando se encuentran en ambientes 
apolares. Esta propiedad los convierte en un indicador sensible del plegamiento de 
proteínas, cambios conformacionales y otros procesos que modifican la exposición de las 
sondas al agua. Dentro de esta familia, el cromóforo aromático 4,4'-Dianilino-1,1'-
binaftil-5,5'-disulfónico (Bis-ANS) (Figura III.4.) es ampliamente utilizado para detectar 











cavidades no polares en proteínas ya que tiene una mayor afinidad a regiones hidrofóbicas 
que otros miembros de la familia. La exposición de las superficies hidrfóbicas al solvente, 
inducidos por ejemplo por un cambio conformacional de la proteína, produce un aumento 
de la emisión de la fluorescencia. Se ha demostrado que la Bis-ANS es una sonda capaz 




Figura III.4. Estructura química de 4,4'-Dianilino-1,1'-binaftil-5,5'-disulfónico (Bis-ANS). 
 
 
Para evaluar la exposición relativa de superficies hidrofóbicas durante el proceso 
de agregación de la a-sinucleína en ausencia o en presencia de distintos ligandos, se tomó 
alícuotas (50 μl) de las diferentes muestras a distintos tiempos y se agregó 5 μM de 
Bis-ANS en solución tampón HEPES 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,4. La emisión de la 
fluorescencia fue medida en el rango de 405 a 600 nm en un espectrofluorómetro ISS-PC1 
(Champaign,IL) empleando una λexc de 395 nm . Las medidas se realizaron por duplicado 
y cada experimento fue replicado tres veces. Los promedios de los valores de intensidad 
de fluorescencia y del máximo de emisión (λmax) se graficó en función del tiempo. 
III.2.3. Estudio de la interacción de CMT-3 con la proteína a-sinucleína por 
medio de anisotropía de fluorescencia  
Otra de las técnicas con las cuales trabajé durante el desarrollo de la Tesis, fue la 
anisotropía de fluorescencia. Esta técnica permitió evaluar la interacción de CMT-3 con 
las diferentes especies de la proteína a-sinucleína generadas durante el proceso de 
agregación.  
La molécula de CMT-3 presenta una fluorescencia intrínseca caracterizada por 
una λexca 460 nm y una λem a 520 nm. Por la simetría del estado basal y el estado excitado, 
y el tipo de transiciones que ocurren, la emisión de la fluorescencia de este compuesto 
ocurre en una escala de tiempo en la que se observarían fenómenos como la rotación de 
la molécula. Si el haz de luz se encuentra polarizado en un plano, puede cuantificarse la 











intensidad de la señal emitida tanto en el mismo plano como en el plano perpendicular. 
En un entorno muy rígido donde la rotación de la molécula de CMT-3 esté restringida, la 
fluorescencia será emitida en el mismo plano en que fue excitada la molécula, dando 
valores de anisotropía (r) cercanos al máximo teórico (0,4). En entornos más fluidos, en 
cambio, la fluorescencia será emitida con la misma probabilidad en todos los planos lo 
que se refleja en valores de anisotropía cercanos a cero. Las lecturas de anisotropía de 
fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofluorómetro ISS PC1 con configuración 
“L” con soporte para cubeta termostatizada y equipado con polarizadores tanto para el 
haz de excitación como para el de emisión. La anisotropía de estado estacionario (rss) fue 
calculada por el software comercial Vinci (ISS) como: 
 
 rss = (IVV – g lVH)/(lvv + 2 g lVH), 
 
donde g es un factor de corrección instrumental que normaliza la sensibilidad del 
fotomultiplicador, mientras que IVV y lVH son las intensidades de la fluorescencia 
registrados con el polarizador de emisión ubicado paralelo o perpendicular, 
respectivamente, al polarizador de excitación.  
Para los ensayos de anisotropía se tomó a distintos tiempos alícuotas de 50 µl a 
partir de una solución de a-sinucleína incubada en condiciones de agregación. Luego a 
cada alícuota se le adicionó la CMT-3 y se estimó la anisotropía de fluorescencia como 
se describió anteriormente. 
III.2.4 Estudio de la interacción de las especies agregadas de a-sinucleína con 
membranas lipídicas  
 Para estudiar la capacidad de las diferentes especies agregadas de a-sinucleína 
para desestabilizar la integridad de membranas biológicas se utilizó como sistema modelo 
a los liposomas (vesículas lipídicas) que en su interior encapsulan una sonda fluorescente. 
Cuando se produce una desestabilización en la membrana de los liposomas, se libera el 
compuesto fluorescente y se puede registrar un aumento cuantificable de la señal de 
intensidad de la fluorescencia. 
Los liposomas unilamelares, es decir que están compuestos por una sola bicapa 
lipídica, son ampliamente utilizados como modelos de membrana por su gran versatilidad 
en cuanto a la composición lipídica, así también como por su homogeneidad en tamaño. 











Para los estudios de permeabilidad de membranas se puede encapsular una sonda 
fluorescente como es la calceína. Al encontrarse en altas concentraciones en el interior 
del liposoma, la calceína tiene muy baja señal de fluorescencia por un fenómeno de auto-
apantallamiento o auto-apagado (del inglés, self-quenching). Si cambia la permeabilidad 
del liposoma, la sonda se libera al medio y sufre un efecto de dilución con el consiguiente 
incremento en la señal de intensidad de la fluorescencia (164).  
Para trabajar con sistemas modelos de membrana se usó mezclas de lípidos 
extraídos de membranas de cerebros de ratas blancas cepa Wistar, con un peso de 200 
gramos provistas por el Bioterio del Instituto de Química Biológica (Facultad de 
Bioquímica, Química y Farmacia, UNT). Las ratas fueron obtenidas por exocría y 
mantenidas bajo condiciones de humedad y temperatura controlada, y bajo un ciclo de 12 
h luz-oscuridad. Los animales fueron cuidados y tratados de acuerdo con los criterios 
establecidos en la “Guía para el uso y cuidado de los animales de laboratorio” (165). Para 
la extracción de los lípidos se utilizó el método de Folch (166).  
Para obtener los liposomas, en un tubo de vidrio se colocó los lípidos extraídos de 
membranas de cerebros de rata solubilizados en una solución de cloroformo:metanol 
(2:1), y se los secó bajo corriente de nitrógeno. La película adherida en las paredes del 
tubo se hidrató con solución tampón Tris-HCl 25 mM, pH 7,4 con calceína 50 mM a 40°C 
durante 30 minutos. Hasta este punto, el proceso arroja vesículas multilamelares. Para 
obtener vesículas unilamelares pequeñas (SUV), se sometío la mezcla a ondas de 
ultrasonido en un sonicador de punta de titanio (Branson) durante 20 minutos, y usando 
ciclos con fases de apagado/encendido de 15 segundos de duración cada una a una 
temperatura de 40°C. Luego, se ecntrifugó las SUV a 10.000 g durante 10 minutos a fin 
de sedimentar las partículas desprendidas por la punta de titanio y las vesículas 
multilamelares residuales.  
Para evaluar la interacción de las fibras y las fibras desensambladas con 
membranas lipídicas se encapsuló la sonda fluorescente calceína en liposomas 
compuestos por los fosfolídos DOPC:DOPA (1:1). Se utilizó un extrusor para obtener 
vesículas unilamelares grandes (LUV) de 400 nm de diámetro.  
Luego de preparar las diferentes vesículas se realizó una filtración en columna 
Sephadex G-75 (25 cm x 1 cm), equilibrada previamente con solución tampón Tris-HCl 
20 mM, pH 7,4 y saturada con lípidos, para eliminar el material fluorescente no 
encapsulado. La concentración de vesículas eluídas de la columna se determinó mediante 
el método de Ames (167). Para realizar las mediciones se ajustó la concentración de 











fosfolípidos en 15 μM y se agregó 5 μM de los diferentes oligómeros, fibras y fibras 
desensambladas de a-sinucleína formados. Se midió la intensidad de la fluorescencia de 
la calceína en función del tiempo utilizando un espectrofluorómetro ISS-PC1 con 
agitación constante. Se fijó las longitudes de ondas de excitación a 490 nm y la de emisión 
a 515 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida de contenido tomando 
como 100 % la pérdida que produce la adición de 0,1% del detergente Tritón X-100.  
El porcentaje de liberación de la sonda se calculó de la siguiente manera: 
 
% de liberación del colorante = (IF - IB) / (IT - IB) × 100, 
 
donde IF, IT e IB son la intensidad de la fluorescencia de la sonda liberada por la proteína, 
la sonda total liberada y el blanco de control, respectivamente. 
III.3. Dispersión de la luz y turbidimetría. Estudio de agregación de la proteína 
a-sinucleína  
Para estudiar la dispersión generada por las especies de a-sinucleína, en presencia 
y ausencia de la CMT-3 a distintos tiempos de agregación, se utilizó la técnica dispersión 
de la luz medida con un espectrofluorómetro y por turbidimetría.  
La dispersión de la luz se basa en el efecto Tyndall, es decir, en la propiedad de 
las partículas con tamaño del orden de la longitud de onda de la luz de dispersar la 
radiación a distintos ángulos que varían en función de la concentración de la sustancia, 
así como de su naturaleza e interacción con el disolvente.   
 Para estudiar la cinética de agregación mediante la dispersión de luz con un 
espectrofluorómetro se extrajeron alícuotas a distintos tiempos de incubación de la 
a-sinucleína en presencia y ausencia de la CMT-3. Luego, se excitó estas muestras a 300 
nm y se realizó la lectura de dispersión de la luz a 600 nm (λem= 2λexc). Las combinaciones 
de rendijas fueron 1/1 mm para la excitación y de 1/2 mm para la emisión. El valor de 
intensidad de t= 0 h de incubación se sustrajo a los demás puntos de cada curva, y se 
graficó la intensidad resultante en función del tiempo. 
Para los estudios por turbidimetría se preparó una solución de a-sinucleína en 
ausencia y en presencia de CMT-3. La absorbancia de cada solución se midió a 500 nm 
a diferentes tiempos utilizando un espectrofotómetro marca Beckman DU 7500. 











III.4. Espectroscopía vibracional. Estudio de los cambios conformacionales de 
a-sinucleína inducido por la doxiciclina y la CMT-3 mediante espectroscopía 
de infrarrojo  
La espectroscopia de infrarrojo (IR) es una técnica que permite obtener 
información estructural de diferentes sistemas biológicos en solución. Durante el 
desarrollo del presente trabajo de Tesis realicé mediciones de espectroscopía de infrarrojo 
por transformada de Fourier (FT-IR) en el equipo de nuestro laboratorio para analizar los 
cambios conformacionales que se producen durante la agregación de la proteína en 
ausencia y en presencia tanto de la doxiciclina como de la CMT-3. 
La espectroscopía infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas tienen 
frecuencias a las cuales rotan y vibran con niveles de energía discretos denominados 
modos normales de vibración. Las frecuencias vibracionales son determinadas por la 
forma de las superficies de energía potencial molecular, las masas de los átomos y, 
eventualmente, por el acoplamiento vibrónico asociado. Para que un modo vibracional en 
una molécula sea activo en IR, debe estar asociado con cambios en su momento dipolar 
permanente. Así, las frecuencias de las vibraciones pueden ser asociadas con un tipo 
particular de enlace. Las biomoléculas, al ser estructuralmente complejas, poseen 
numerosos modos normales de vibración activos en el infrarrojo y por lo tanto su espectro 
es muy complejo y presenta múltiples solapamientos entre las diferentes bandas de 
absorción. Sin embargo, la repetición de ciertos patrones estructurales simplifica la 
interpretación de los mismos y posibilita la obtención de información estructural fiable. 
Las posiciones espectrales se expresan en números de onda, υ = 1/λ (expresado en cm-1).  
El estudio de los cambios conformacionales de proteínas se puede realizar por 
espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR), analizando las 
vibraciones que se producen en el enlace peptídico. Este presenta nueve modos normales 
de vibración, cuyas bandas de absorción, Amida A, Amida B y Amida I – VII, fueron 
nombradas siguiendo un orden decreciente de frecuencias. La banda Amida I es una 
banda de absorción intensa en el espectro de infrarrojo de proteínas, y se localiza entre 
1600 y 1700 cm-1. Esta banda está asociada principalmente a la vibración de tensión de 
los grupos C=O (70-85%) del enlace peptídico. La banda Amida I es sensible a la 
estructura y la dinámica conformacional de las proteínas debido a que los ángulos diedros 
del enlace peptídico en las diferentes estructuras secundarias afectan la longitud y la 











dirección de los átomos dadores y aceptores del enlace de hidrógeno entre los grupos 
C=O y N-H. Esto lleva a que los enlaces de hidrógeno del enlace peptídico en las 
diferentes estructuras secundarias posean diferente fuerza y, por lo tanto, frecuencias de 
absorción típicas. De esta manera se reportaron tablas de correlación de estructuras 
secundarias y rangos de frecuencias en las que absorben (168, 169). 
Para estudiar los cambios conformacionales de la proteína a-sinucleína en 
presencia de la doxiciclina o la CMT-3, durante el proceso de agregación amiloide, se 
utilizó FT-IR. Se analizó muestras de la proteína a-sinucleína (280 μM) en ausencia o en 
presencia de la doxiciclina 400 μM en HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, pD 7.0 en D2O 
incubadas durante 0, 2 y 16 h bajo agitación orbital a 37ºC. Se trabajó en medio con D20 
ya que permite montar las muestras con un mayor paso óptico y en consecuencia trabajar 
con soluciones más diluidas de la proteína. 
Dado que la cantidad de proteína monomérica es mayor a la cantidad de las 
especies oligoméricas en la solución, después de la incubación se separó parcialmente el 
monómero utilizando un filtro Amicon Ultra-0.5, 50 kDa y se montó las muestras en una 
celda termostatizada entre dos ventanas de CaF2 y un paso óptico de 50 µm utilizando 
espaciadores de PTFE. Los espectros se registraron en un espectrómetro Nicolet 5700 
equipado con un detector DTGS (Thermo Nicolet, Madison, WI) (168). La cámara de 
muestras se purgó permanentemente con aire seco. Los espectros se generaron 
promediando 256 interferogramas recolectados con una resolución nominal de 2 cm − 1 y 
apodizados con una función Happ-Genzel. Los espectros de las diferentes muestras se 
corrigieron restando los espectros correspondientes a la solución tampón de trabajo, a la 
misma temperatura. La sustracción por solvente, la deconvolución, la determinación de 
la posición de la banda y el ajuste de la curva de la banda Amida I original se realizó 
como se describe en la literatura (168). El error en la determinación del análisis estructural 
FT-IR de la banda Amida I de diferentes ejecuciones es del 3%. 
Los espectros de los oligómeros formados en presencia de la CMT-3 se tomaron 
y analizaron de la misma manera descripta anteriormente. 
III.5. Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Estudio de la interacción de 
doxiciclina con proteína a-sinucleína  
Para el estudio de la interacción de la doxiciclina con la proteína a-sinucleína 
utilizamos la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Este estudio se realizó 











en marco de una colaboración con el Dr. Claudio Fernández y el Dr. Andrés Binolfi en el 
Instituto de Investigaciones para el Descubrimiento de Fármacos de Rosario (CONICET). 
La Resonancia Magnética Nuclear es una espectroscopía de absorción cuyo 
fundamento es la absorción de energía (radiofrecuencias) por un núcleo magnéticamente 
activo, que está orientado en el seno de un campo magnético, y que por efecto de esa 
energía cambia su orientación. Todos los espectros de RMN se registraron en un 
espectrómetro Avance III de Bruker a 600 MHz utilizando una sonda de TCI de triple 
resonancia enfriada criogénicamente (13C / 15N). Los experimentos 1D 1H y 2D 1H-15N 
SOFAST-HMQC (banda selectiva optimizada del ángulo corto de transición) se 
registraron a 15ºC donde las muestras estuvieron disueltas en solución tampón HEPES 
20 mM a pH 7,4 en presencia de NaCl 150 mM y D2O al 10%. Los espectros SOFAST-
HMQC se adquirieron con los siguientes parámetros: 32 escaneos, 30 ms de retraso de 
reciclado, 1 K y 256 incrementos y SW de 16 y 26 ppm en las dimensiones 1H y 15N, 
respectivamente. Después de la adquicisión, se llevó los espectros de 0 a 4 K (1H) y 2 K 
(15N), procesados con apodización de la campana sinusoidal y corrección de la línea de 
base. Para caracterizar la interacción entre la doxiciclina y la a-sinucleína, se incubó las 
soluciones de la proteína monomérica (300 μL, 100 μM) a 37 °C bajo agitación a 280 
rpm usando pequeñas barras magnéticas. Se tomó muestras a diferentes tiempos 0, 8, 24 
y 48 h, a las que luego se le adicionó la doxiciclina (200 μM) a partir de una solución 
madre (5 mM) recién preparada, e inmediatamente se tomó los espectros 1D-1H RMN. 
 En otros experimentos, las muestras de α-sinucleína incubadas durante 0 h y 16 
h se centrifugaron durante 1 h a 15000 rpm-4 °C para eliminar especies insolubles que 
podrían haberse formado en nuestras condiciones experimentales, antes de agregarle 
doxiciclina a cada muestra. Los espectros de RMN se registraron utilizando 8 K, un SW 
de 16 ppm, 512 escaneos y un retraso de reciclado de 1 segundo. Los espectros se llevaron 
de 0 a 32 K, se procesó con apodización de la campana sinusoidal y la corrección de la 
línea de base. Todos los espectros se adquirieron y procesaron usando el software 
comercial Topspin 3.2 (Bruker), y se analizaron usando Topspin (1D 1H) y Sparky 
(1H-15N SOFAST-HMQC). 
 











III.6. Dispersión de Rayos-X a ángulos bajos (SAXS). Estudio de la reacción de 
agregación de la proteína a-sinucleína en presencia de doxiciclina 
 Durante este trabajo realicé en tres oportunidades estadías en el Laboratorio 
Nacional de Luz Síncrotronica (LNLS, Campinas, Brasil). En este laboratorio me 
familiaricé con la técnica de dispersión de rayos-X a ángulos bajos (SAXS), incluyendo 
la preparación y el montaje de la muestra, la captura de los datos de dispersión y la 
integración de los mismos para obtener las curvas de Intensidad de luz dispersada en 
función del ángulo. Los análisis de función de distribución de a pares descriptas más 
adelantes fueron llevadas a cabo en colaboración por el Dr. Leandro Barbosa y la Dra. 
Rosangela Itri. 
La técnica SAXS permite determinar la estructura de proteínas y complejos de 
proteínas a baja resolución a partir de sus perfiles de dispersión de rayos-X mediante el 
empleo de una técnica de optimización basada en algoritmos de análisis matemático. De 
esta manera SAXS permite caracterizar la forma y la conformación de proteínas en 
solución hasta sus agregados macromoleculares permitiendo además analizar sistemas 
dinámicos que evolucionan en rangos temporales del orden de minutos. Esta técnica 
permite determinar la estructura de macromoléculas en su medio natural a través de 
parámetros como el radio de giro, la forma, el volumen, el peso molecular y el grado de 
hidratación.  
Para el análisis de los cambios morfológicos en la α-sinucleína (175 μM) 
producidos por la doxiciclina se utilizó la línea SAXS1 del Laboratorio Nacional de Luz 
Síncrotronica (LNLS, Campinas, Brasil). La longitud de onda de radiación se ajustó a 
0,148 nm y se usó un detector Pilatus 300 para registrar los patrones de dispersión. La 
distancia entre la muestra y el detector se estableció en arpoximadamente a 1 m, lo que 
nos permitió explorar un vector de dispersión (q) mínimo de 0,10 nm-1. La magnitud del 
vector de dispersión está definida por: q = (4π / λ) senθ (siendo 2θ el ángulo de 
dispersión). De esta forma, la distancia máxima de partículas accesible desde nuestra 
configuración experimental fue de alrededor de 60 nm. Las muestras se colocaron entre 
dos ventanas de mica y un espaciador de 1 mm, montadas en un porta-muestra colocado 
perpendicularmente al haz de rayos X. Las curvas obtenidas se normalizaron teniendo en 
cuenta la disminución de la intensidad del haz de rayos X durante el experimento. La 
curva de dispersión correspondiente a la solución tampón se restó de las curvas SAXS de 











la muestra, teniendo en cuenta la atenuación de cada muestra. Todas las mediciones se 
tomaron a temperatura ambiente.  
La función de distribución de distancia de a pares  p(r) es modelo independiente 
y representa la frecuencia de las distancias dentro del volumen completo de la partícula 
de dispersión, dando así información de la dimensión máxima de la partícula, Dmax, donde 
p (r) tiende a cero. En este trabajo, las funciones p (r) de las curvas SAXS se obtuvieron 
utilizando el software  GNOM (170). 
III.7. Microscopías Avanzadas. Análisis morfológicos de las especies agregadas 
de la proteína a-sinucleína  
III.7.1 Microscopía confocal de barrido láser 
Además de utilizar la espectroscopía de fluorescencia para el estudio del 
desensamblado de las fibras de a-sinucleína, analicé el proceso mediante la microscopía 
confocal de fluorescencia. Realicé tres cursos de formación auspiciados por el Sistema 
Nacional de Microscopía (SNM) que me permitieron entender los conceptos básicos del 
funcionamiento del equipo para programar los experimentos, adquirir los datos y 
analizarlos correctamente, así también como capacitarme en la operación del 
microscopio.  
La microscopía confocal de barrido láser es una técnica de observación basada en 
fluorescencia y presenta numerosas ventajas respecto de la microscopía de fluorescencia 
convencional. Entre ellas, la habilidad de controlar la profundidad de campo, la 
eliminación o la reducción de la luz proveniente de regiones fuera del plano focal que 
proporcionan imágenes de mayor nitidez y contraste y, por sobre todo, la posibilidad de 
adquirir secciones ópticas de la muestra que mediante un procesamiento de imágenes se 
puede generar una visión tridimensional. 
La microscopía confocal emplea un láser enfocado que ilumina un punto o región 
de la muestra a la vez. La señal emitida por la región iluminada vuelve por el mismo 
camino óptico, pasa a través de un espejo dicroico y es enfocada en un detector (en general 
un fotomultiplicador –PMT- o fotodiodo de avalancha). Una pequeña apertura (del inglés 
pinhole) es colocada delante del detector para eliminar las señales procedentes de las 
zonas fuera del plano focal (Figura III.5). De esta manera, se obtiene una imagen de alto 
contraste y definición de un punto en el plano focal, sin que haya una contribución 
significativa de las regiones que se encuentran fuera de foco.  












Figura III.5. Microscopía confocal por barrido láser. El principio de la microscopía confocal se ilustra 
en el esquema donde la luz procedente de los puntos fuera del plano focal es eliminada por el pinole o 
abertura localizada delante del detector. Adaptado de Fluorescence microscopy (171). La foto muestra el 
microscopio confocal espectral de la firma ZEISS (modelo LMS 800) que se encuentra instalado en el 
IMMCA, y se usó para las mediciones en esta Tesis. 
Para poder generar una imagen completa del plano, el microscopio realiza un 
barrido o escaneo punto a punto en el plano X-Y moviendo  el láser a los distintos puntos 
de la muestra. En cada uno de esos puntos, el PMT detecta la fluorescencia emitida 
(filtrada por el pinhole) y le asigna una intensidad de píxel (generalmente de 8 bits = 
valores de 0 a 255). Utilizando la intensidad de cada píxel se reconstruye una imagen 
digital.  
Para la detección de fibras amiloides por microscopía confocal de fluorescencia 
se utilizó como fluoróforo de marcación a la sonda Tioflavina S (ThS), compuesto que es 
un análogo de la ThT. Al igual que la ThT se une a estructuras b-entrecruzadas 
características de las fibras amiloides. Esta sonda es incapaz de unirse a hojas beta o a 
agregados amorfos, lo que la convierte en una herramienta muy específica para detectar 
agregación tipo amiloide. Para estudiar el proceso de desensamblado de las fibras 
mediante la tetraciclina CMT-3 por microscopía, a la a-sinucleína se la incubó a 37oC 
con agitación. Luego de 44 h de reacción se colocó la CMT-3 (100 µM), y se tomó 
alícuotas a distintos tiempos que se centriguraron a 12.000 g durante 30 minutos. El 
precipitado se resuspendió e incubó con 0,2 mg/ml de ThS durante 90 minutos a 
temperatura ambiente con agitación (172). Luego, el precipitado obtenido se lavó 3 veces 
por centrifugación y resuspendó en solución tampón fresca para remover el exceso de la 
ThS. Finalmente, el precipitado se resuspendió en HEPES 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,4 











para ser observadas en el microscopio confocal de fluorescencia entre porta y 
cubreobjetos. En este trabajo de Tesis se utilizó un microscopio confocal espectral de la 
firma ZEISS modelo LMS 800, el cual se encuentra instalado en el Instituto de 
Investigación en Medicina Molecular y Celular Aplicada (IMMCA). El microscopio está 
compuesto por un módulo confocal espectral, unido a un microscopio invertido Axio 
Observer Z1. Tiene cuatro línea de láseres diodo de estado sólido que proveen en total de 
cuatro longitudes de onda de excitación: láser con sistema LED  de 405, 488, 561 y 640 
nm. Una unidad combinadora de láseres permite iluminar a la muestra simultáneamente 
con dos longitudes de onda. Consta de dos canales de detección espectral y los detectores 
son fotomultiplicadores de alta sensibilidad. 
El sistema de detección, que se encuentra dentro de la unidad confocal, tiene un 
camino apocromático que asegura una transmisión mayor a 50 % entre 340 – 700 nm. 
Incluye un sistema de barrido lineal láser patentado por ZEISS, que consiste en dos 
sistemas de galvanómetros independientes para generar imágenes cuantitativas debido a 
su alta precisión y reproductibilidad con igual tiempo de integración en cada píxel, y 
mínimo tiempo de reposicionamiento del galvanómetro. La velocidad de barrido de 8 fps 
para 512 X 512 pixeles, sin embargo, otras velocidades y resoluciones son posibles. El 
tamaño máximo de la imagen es de 6000 x 6000 píxeles, ideal para muestras que tiene 
que ser observados con objetivos de baja magnificación. El microscopio cuenta con 
diversos lentes objetivos y además cuenta con una platina motorizada en X-Y que permite 
programar la adquisición de imágenes en el tiempo. 
III.7.2. Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) y de Barrido (MEB) 
Durante mi formación doctoral realicé en diferentes ocasiones estancias en el 
Centro de Microscopías Avanzadas (CMA), a cargo de la Dra. Lía Pietrasanta, en la 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Dentro de 
las técnicas microscópicas utilizadas fue la Microscopía Electrónica de Transmisión 
(MET) y de barrido Barrido (MEB). Estas técnicas son capaces de resolver detalles de 
estructuras a escalas micrométricas, nanométricas e incluso sub-nanométricas. Los 
microscopios electrónicos utilizan un haz de electrones para visualizar un objeto y operan 
en alto vacío por lo que lo que el material debe prepararse en forma adecuada.  
En el MET se pueden observar secciones de una muestra o muestras muy delgadas 
en espesor (500 Å o menores), las cuales son atravesadas por un haz de electrones que 
pasa por un sistema de lentes electromagnéticas. La imagen generada puede ser 











visualizada en una pantalla fluorescente, una placa fotográfica o una cámara digital, con 
altas magnificaciones. La capacidad analítica del microscopio se puede aumentar 
incorporando sistemas analíticos capaces de brindar información precisa sobre la 
composición y estructura de la muestra, la composición química y elemental, la estructura 
electrónica y los niveles de energía (173).  En el MEB, el haz de electrones barre un área 
de la superficie de la muestra donde cada punto de la superficie que es impactado por el 
haz emite electrones secundarios, los cuales son recogidos mediante un detector 
apropiado y transformados en una señal electrónica que generará el contraste en una 
imagen. 
En la Figura III.6 se muestran los equipos instalados en el Centro de Microscopías 




Figura III.6. Microscopios electrónicos instalados en el CMA. El microscopio electrónico de transmisión 
es de la empresa Philips modelo TEM 301 cuenta con una cámara digital Mega View para el registro de los 
datos (izquierda). El microscopio electrónico de barrido, FEG-SEM tipo por emisión de campo, de la 
empresa ZEISS, modelo SUPRA 40 cuenta con distintos detectores y una configuración única de técnicas 
(derecha). 
 
 La preparación de las muestras para la caracterización morfológica de las especies 
agregadas de a-sinucleína obtenidas en presencia y en ausencia de las tetraciclinas, 
mediante microscopía electrónica, se hizo de la siguiente manera: 
 
• Microscopía Electrónica de Transmisión (MET): una alícuota de a-sinucleína 
agregada se colocó sobre grillas de cobre de 200 mallas revestidas de carbono-
Formvar (Electron Microscopy Sciences) y se agregó el reactivo UranyLess 
(Electron Microscopy Sciences). Se eliminó el exceso de líquido y se dejó secar 
las muestras hasta su observación en el microscopio. 












• Microscopía Electrónica de Barrido (MEB): a las grillas preparadas para 
observar las muestras por MET se las montó en un soporte especial diseñado en el CMA 
que permite observar las mismas grillas por MEB. Se trabajó a 3kV con una distancia de 
trabajo entre 3 y 3,8 mm y alto vacío en un microscopio. 
 
 A partir de las imágenes obtenidas para cada microscopía electrónica,  en cada 
condición experimental, se hizo el análisis de las estructuras y mediciones. 
III.7.3. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 
Durante la estancia en el CMA me capacité en la microscopía de fuerza atómica, 
una herramienta para determinar no sólo topografía sino también las propiedades 
nanomecánicas con alta resolución espacial, temporal y la posibilidad única de detectar 
fuerzas en el orden de picoNewtons. En particular me compenetré en el funcionamiento 
del microscopio, los distintos modos de operación, la calibración de los barredores 
piezoeléctricos, la preparación de las muestras, la adquisición de las imágenes y el análisis 
de las mismas.  
 El principio de funcionamiento del microscopio AFM es muy simple: se basa en 
hacer barrer una punta extremadamente filosa sobre la superficie de la muestra siguiendo 
un patrón, y a una distancia de trabajo en el campo cercano (en contacto o a una distancia 
muy próxima). Las dimensiones usuales de esta punta son de algunos micrones de alto y 
menos de 10 nm de diámetro, y su ubicación en el extremo libre de un fleje o cantilever 
(del inglés) permite que pueda detectarse la deflexión del mismo durante el barrido. El 
resultado es una imagen tridimensional que representa la topografía de la superficie es 
decir un mapa de altura (z) en función de la posición lateral (x e y).  
El microscopio consta básicamente de tres partes: cabeza, barredor piezoeléctrico 
o escáner, y la base (Figura III.7.a.). En la cabeza del AFM se encuentran la muestra, el 
sensor de fuerza (punta propiamente dicha – fleje, del inglés tip-cantilever), y el sistema 
de detección óptico. Este sistema está compuesto por un diodo láser, un espejo y un 
fotodetector de cuatro cuadrantes (esquema Figura III.7.b). La parte posterior del sensor 
de fuerza es iluminada con el láser y el reflejo del mismo en el detector de cuatro 
cuadrantes permite medir la deflexión (vertical o lateral) del extremo libre del fleje. El 
escáner o barredor piezoeléctrico permite mover la muestra colocada sobre él tanto en el 











plano x e y como en z. La base sostiene al barredor y a la cabeza además de contar con la 
electrónica que permite operar el microscopio. Para evitar el riesgo de dañar la punta 
durante el barrido, un lazo de realimentación permite ajustar la distancia punta-muestra. 
 
Figura III.7. Microscopio de Fuerza Atómica instalado en el CMA.  a) Vista panorámica del equipo 
AFM: el microscopio está sobre una mesa anti-vibratoria, cuenta con un sistema óptico accesorio, 
controlador y computadora. El microscopio básicamente consta de la cabeza, el barredor piezoeléctrico y 
la base. b) El esquema ilustra el sistema óptico de detección y posición relativa del mismo, de la muestra y 
del sensor de fuerza dentro de la cabeza del AFM. El esquema fue adaptado del manual del equipo. 
 
Existen dos modos básicos de operación para la obtención de imágenes de 
topografía, según se mida la deflexión estática (modo contacto) o la oscilación dinámica 
del cantilever (modo contacto intermitente) representados en la Figura III.8. 
 
A) El modo contacto (del inglés, Contact Mode o CM) del AFM opera barriendo 
el sensor de fuerza en las direcciones x e y mientras está en contacto permanente con la 
muestra. Durante la medición el ciclo de retroalimentación mantiene constante la 
deflexión del cantilever ajustando la posición vertical de la muestra con el escáner. La 
imagen topográfica de la muestra, también llamada imagen de altura se obtiene 
graficando este desplazamiento vertical del escáner para cada punto (x, y).  
B) En el modo de contacto intermitente (del inglés, Tapping Mode® o TM) el 
sensor de fuerza barre la muestra oscilando a una frecuencia cercana a su frecuencia de 
resonancia. Cuando el sensor de fuerza se aproxima o se aleja de la superficie de la 
muestra, la amplitud de la oscilación cambia. Para trabajar a una amplitud constante, el 
escáner ajusta la altura z a través del lazo de retroalimentación, haciendo que el sensor de 
fuerza permanezca a una distancia fija de la muestra. Además, asociadas a este modo se 
pueden obtener las señales de la amplitud y de la fase de la oscilación para cada punto del 


















para estudiar muestras biológicas ya que el riesgo de dañar la superficie de la muestra es 
menor.  
Figura III.8. Esquema de funcionamiento de los modos básicos de operación del AFM. A) Modo 
contacto y B) modo contacto intermitente. Tomados del manual de la empresa Bruker.  
 
La resolución lateral en AFM está influenciada por la geometría y el radio de 
curvatura de la punta así también como por la topografía de la muestra; la resolución en 
z es mayor ya que está relacionada directamente con la gran sensibilidad de detección del 
método óptico, y limitada solamente por el ruido térmico. 
En este trabajo Tesis se utilizó un microscopio de fuerza atómica (AFM-PF-
QNM, Figura III.7.a.) de última generación y único en el país (MM8, modelo Multimode 
8 de la empresa Bruker con controlador NanoScope V, Quadrex y un módulo de acceso a 
señales), equipado con control de temperatura y sistema de micro-inyección controlada de 
soluciones. El equipo no sólo permite trabajar en los modos básicos de operación sino 
que incorpora el mapeo cuantitativo de propiedades nanomecánicas basado en AFM (del 
inglés, PF-QNM, Peak Force–QNM). Este modo avanzado de operación de AFM permite 
obtener simultáneamente una imagen de topografía (información x, y, z en cada pixel) y 
una imagen de las propiedades nanomecánicas de la muestra (adhesión, deformación, 
módulo de elasticidad, disipación de la energía).  En cada punto de la muestra se 
adquieren y analizan curvas de fuerza (deflexión del sensor de fuerza vs distancia punta-
muestra) y, como ambas imágenes están correlacionadas, se generan los mapas 
cuantitativos de propiedades nanomecánicas con alta resolución espacial. Se eligió para 
las mediciones un barredor piezoeléctrico modelo J-V con aproximación automática que 
permite barrer un área máxima de 120 µm x 120 µm, y tiene un movimiento vertical de 











hasta 4 µm. Las especificaciones de los sensores comerciales seleccionados para las 




Figura III.9. Sensores de fuerza para AFM. Especificaciones de diferentes tipos de sensores de fuerza 
utilizados en esta Tesis. (A-B) Imágenes SEM correspondientes a la punta propiamente dicha (A) y al 
cantilever rectangular (B) de silicio modelo RTESP. Fotos del archivo del CMA.  
 
Durante la primera etapa de mi Tesis, me familiaricé con el AFM obteniendo 
imágenes en los diferentes modos de operación. En uno de los primeros experimentos con 
AFM se verificó la calibración del escáner J-V. Para este fin se utilizó una grilla de 
calibración comercial cuyas dimensiones ya sea en el eje vertical u horizontal se conocen 
con precisión. La grilla NanoGauge NGR-2 de la empresa Nanodevices (Santa Barbara, 
EEUU) es una grilla de calibración consiste en un arreglo de depresiones de (20 ± 1) nm 
de profundidad en forma de cuadrados de vértices redondeados dispuestos con una 
periodicidad de (10.00 ± 0.04) μm en ambas direcciones laterales, y en barras con un 
período de (2.00 ± 0.01) μm. En la Figura III.10. se presenta imágenes AFM de ambos 
arreglos de la grilla en el modo de contacto intermitente en presencia de nitrógeno seco. 
Se utilizó el programa NanoScope III 5.30r3sr3 para el procesamiento de las imágenes 
adquiridas. En particular las funciones de Flatten y Planefit permitieron corregir la 
curvatura de base que presenta la imagen, la cual se origina por el barrido y no es propia 
de la muestra. Para el análisis de la altura del patrón y la periodicidad se utilizó la 
herramienta Section Analysis para obtener un perfil sobre el que mediante pares de 
cursores de distintos colores obtenemos los valores de los parámetros deseados. Así, se 
trazó perfiles en dirección vertical y horizontal, en distintas regiones de la grilla, y se 











promedió los valores. Los valores medidos para la altura y  la periodicidad de las 
microestructuras se encuentran dentro del rango especificado por el fabricante.  
 
 
Figura III.10. Imágenes de AFM de la grilla de calibración NanoGauge NGR-2. Imágenes de topografía 
por AFM obtenida en modo contacto intermitente para distintas regiones de la grilla: cuadrados (izquierda) 
y barras (derecha). Perfil de altura para la imagen de las barras del  patrón obtenido luego de eliminar la 
curvatura de base de la imagen. Los pares de cursores de distinto color sobre el perfil indican la medición 





Figura III.11. Grilla de espículas TGT01 de la firma NT-MDT. Imagen de topografía en AFM. En el 
panel inferior se presenta una sección horizontal mediante la que se corroboró las especificaciones del 
fabricante. La imagen de la derecha es una vista en perspectiva presentada con un ángulo elevación de 30º 
y una rotación de 330º.  
 
Para caracterizar las puntas de los sensores de fuerza antes de cada medición se 
utilizó la grilla TGT01 de la firma NT-MDT. Este patrón consiste en un arreglo cuadrado 
de espículas o puntas agudas que permite evaluar la geometría de la punta (radio de 
curvatura y ángulo de apertura) e identificar artefactos ocasionados por contaminación de 
a) b)











la punta. Están también definidas para calibración sus dimensiones laterales: distancia 
entre espículas (2.12 ± 0.01) μm,  la diagonal (3.0 ± 0.1) μm y presentan un ángulo de 
apertura de 10º. En la Figura III.11. se presentan las imágenes de esta grilla por AFM, 
donde se puede apreciar claramente el patrón. 
Para el estudio morfológico las fibras de a-sinucleína las muestras se prepararon 
sobre mica que es un mineral en láminas que se separan mecánicamente con cinta 
adhesiva. De esta manera se obtiene una superficie atómicamente plana y limpia, sobre 
la que se colocó una alícuota de 10 μl de la solución de proteína. Después de la incubación 
durante 10 minutos, el sustrato se enjuagó con agua para eliminar la sal, se secó por 
soplado con N2 tipo V seco y se llevó al AFM. El modo de operación seleccionado para 
todas las mediciones fue el de contacto intermitente (TM-PF-AFM) en presencia de 
nitrógeno seco. Las imágenes adquiridas se procesaron como se describió anteriormente. 
III.8. Cultivos celulares 
III.8.1. Estudio de la actividad neuroprotectora de oligómeros formados de 
a-sinucleína en presencia de la doxiciclina 
Durante la realización del presente trabajo de Tesis realicé una estancia en París, 
Francia, en el Instituto de Cerebro y Médula Espinal (ICM) bajo la dirección de la Dra. 
Rita Raisman. Este tiempo en París me capacité en el cultivo de las diferentes líneas 
celulares así también como en los cultivos primarios que se utilizan como modelo para el 
estudio de diferentes mecanismos relacionado con la EP.  
Para el estudio de la actividad neuroprotectora de oligómeros formados de 
a-sinucleína en presencia de la doxiciclina se utilizó líneas celulares inmortalizadas. El 
cultivo celular provenientes de líneas celulares derivadas de mamíferos en un medio 
ambiente controlado permite trabajar de manera precisa y fina. Las células en cultivo de 
una línea celular, o de una línea continua son homogéneas, con morfología y composición 
uniformes. Se pueden obtener con facilidad un número elevado de réplicas idénticas, 
superándose el grave problema de heterogeneidad de las muestras inherente al uso de 
animales de experimentación. La desventaja que presenta es que muchas de las líneas 
celulares son inestables luego de muchos pasajes y además no siempre pueden reemplazar 
el ensayo "in vivo", pero es una alternativa válida en muchas situaciones. En este trabajo 
de Tesis se utilizó la línea celular SH- SY5Y que deriva de un neuroblastoma humano y 











representa un buen modelo de neuronas humanas inmaduras con capacidad de 
diferenciación neuronal. 
Las células SH-SY5Y se cultivaron en medio de cultivo DMEM suplementado 
con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina (PS), a 37 °C y 
5% de CO2. Para la viabilidad celular y el ensayo de citotoxicidad, las células se 
sembraron en placas de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo y a 30.000 células/pocillo, y 
se mantuvieron en 100 μl de medio DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% de PS 
durante 24 horas a 37ºC. A continuación, las células se trataron con una alícuota de 25 μl 
de HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 (control), o con α-sinucleína 140 μM incubada 
durante 16 h a 37 °C bajo agitación orbital, en ausencia o en presencia de 200 μM de 
doxiciclina. Alternativamente, también se añadió la doxiciclina a las células y luego los 
oligómeros formados a las 16 h. Después del tratamiento, las células se incubaron durante 
24 h a 37 ° C con 5% de CO2. Para determinar la viabilidad celular, se utilizó el ensayo 
del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), el cual permite 
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células. Este ensayo se basa en la 
reducción metabólica del MTT con la formación de un compuesto de color azul 
(formazán). La cantidad de este compuesto es proporcional a la cantidad de células vivas. 
Una vez realizado el tratamiento con las diferentes condiciones de trabajo se agregó una 
solución de MTT y se incubó a 37°C. El MTT se removió y se solubilizó los depósitos 
cristalinos en isopropanol. Las lecturas se realizaron en un espectrofotómetro a una 
longitud de onda de 570 nm. El efecto de la toxicidad se estimó en comparación con la 
tasa metabólica de las células control, y el efecto citotóxico como viabilidad relativa 
normalizada con el control. Todos los experimentos se realizaron en sextuplicado, y la 
viabilidad celular relativa (%) se expresó como un porcentaje relativo al control de células 
no tratadas. Como control de células muertas se agregó una alícuota de 20 μl de H2O2. 
La citotoxicidad de las diferentes especies de a-sincucleína se determinó 
utilizando el kit de detección de citotoxicidad (Roche) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. El ensayo se basa en la medición de la actividad de la enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) liberada en el medio de cultivo tras la permeabilización o lisis de 
las células. La enzima LDH liberada cataliza la reacción de oxidación de lactato a 
piruvato, reduciendo de NAD+ a NADH. La formación de NADH se midió mediante una 
reacción acoplada en la que la sal de formazán se reduce a sal de tetrasodio, de color 
amarillo. La concentración del formazán solubilizado se midió espectrofotométricamente 











a 490 nm. El porcentaje de citotoxicidad se refiere a la actividad de LDH liberada de las 
células después del tratamiento con 1% del detergente Tritón X-100. 
III.8.2. Producción de cultivos primario de microglía.  Estudio del efecto anti 
neuroinflamatorio de la tetraciclina CMT-3 
Para el estudio del efecto neuroinflamatorio de CMT-3 se implementó la 
purificación de cultivos primarios de microglía. Los cultivos primarios tienen 
características especiales que los diferencian de las líneas celulares como por ejemplo: 
conservan la morfología de las células del órgano del que fueron aisladas, sus 
cromosomas tienen un número diploide (2n), su crecimiento in vitro es limitado, y hay 
inhibición por contacto. 
Para los ensayos en cultivos primarios de microglía se procedió de la siguiente 
manera: 
• Cuidado y manejo de los animales: los animales fueron alojados, manejados y 
cuidados de acuerdo con las Directivas del Consejo de la Unión Europea (2010/63 / UE). 
El protocolo fue aprobado por el Comité de Ética de Animales de Experimentación de la 
Universidad Charles Darwin. 
• Procedimientos de recubrimiento de las placas: cuando fue necesario, las áreas 
de la superficie del fondo de los recipientes de cultivo se trató con 1 mg/ml de 
polietileimina (PEI; masa molar promedio en peso 750,000) diluida en una solución de 
tampón de borato a pH 8,3 (40 mM) (174). Después de al menos 1-2 horas a 37 ° C, las 
placas de cultivo se lavaron 4 veces con solución tampón de fosfato de Dulbecco (PBS) 
antes de la aplicación del medio de cultivo y de la siembra de las células.  
• Cultivos de células microgliales: se aislaron células microgliales del cerebro de 
crías de ratones recién nacidos (día 1 postnatal) mediante un procedimiento de cultivo 
simple que permite el aislamiento espontáneo y selectivo de estas células en gran cantidad 
(175). Brevemente, el aislamiento se realizó colocando en las placas recubiertos con PEI, 
que contenían DMEM suplementado con FCS al 10% y antibióticos, los cerebros 
disociadas mecánicamente en matraces Corning T-75. El segundo día se procedió a 
cambiar el medio para eliminar los desechos celulares, los cultivos se mantuvieron como 
tales durante 14-16 días más hasta que se completó el aislamiento de las células 
microgliales. Para producir subcultivos, se recuperó las células microgliales mediante 
proteólisis de tripsina usando una solución de EDTA (2 mM)-tripsina (0,05%), y se 
sembró en placas de 48 pocillos recubiertas con PEI a una densidad de aproximadamente 











100.000 células/pocillo. Los cultivos se mantuvieron luego en medio N5, en un medio 
similar al líquido cefalorraquídeo (176). Este medio se complementó con suero de caballo 
al 5%, FCS al 0,5%, glucosa 5 mM y glicina 100 µM. Los cultivos se mantuvieron a 37 
°C en una atmósfera humidificada de 95% de aire y 5% de CO2.   
• Determinación de citoquinas proinflamatorias: los medios de cultivo 
condicionados se recogieron al final de los períodos de tratamiento y se congelaron a -
20ºC. Las concentraciones de citoquinas se midieron utilizando kits ELISA (TNF-α e IL-
1β)). La absorbancia de cada muestra se midió a 450 nm utilizando un espectrofotómetro 
SpectraMax M4. Las curvas ELISA estándar se generaron utilizando el software 
comercial GraphPad Prism. 
• Medición de la cantidad de glutamato liberado al medio: los niveles de liberación 
de glutamato después de los tratamientos con tetraciclina y la estimulación con 
lipopolisacáridos (LPS) se midieron utilizando un kit de ensayo Amplex Red ácido 
glutámico/glutamato oxidasa. Se recogieron 50 µl de la solución del medio condicionado 
en cada pocillo y se mezclaron con 50 µl de solución tampón de la reacción que contenía 
Amplex Red, glutamato oxidasa, glutamato piruvato transaminasa, alanina y peroxidasa. 
Después de la incubación a 37 ° C, la fluorescencia de la mezcla de reacción se midió a 
590 nm con un lector de microplacas de fluorescencia, luego de excitar a una longitud de 









































En el presente trabajo de Tesis doctoral se abordó el estudio de la interacción de 
la proteína α-sinucleína con dos tetraciclinas diferentes, la doxiciclina y la CMT-3. La 
interacción de estos fármacos con la proteína lleva a la formación de especies agregadas 
diferentes a las canónicas que fueron caracterizadas, tanto estructural como 
morfológicamente, mediante diferentes técnicas biofísicas y estudiadas biológicamente 
en diferentes modelos celulares. 
 
Los resultados obtenidos se organizaron de la siguiente manera: 
• 1: Estudio de las propiedades neuroprotectoras de la doxiciclina  
• 2: Búsqueda y caracterización de un análogo de la doxiciclina con baja 
actividad antibiótica para su reposicionamiento 
• 3: Estudio del efecto de la CMT-3 en el proceso de la agregación de la 
proteína α-sinucleína 
• 4: Capacidad de la CMT-3 de interaccionar y desestabilizar la estructura 
cuaternaria de especies fibrilares de la proteína a-sinucleína 
  
Los resultados obtenidos en el presente trabajo representan un importante avance 
en el estudio de los compuestos inhibidores de la agregación patológica de la proteína 
α-sinucleína, que podrían convertirse en una estrategia terapéutica atractiva contra la 















IV.1: Estudio de las propiedades neuroprotectoras de la doxiciclina  
Por medio de diferentes estudios se demostró que la doxiciclina es un fármaco 
capaz de inhibir la agregación amiloide de diversas proteínas involucradas en 
enfermedades neurodegenerativas (150, 154, 155). Además, evidencias in vivo en 
modelos animales de la enfermedad de Parkinson demostraron que la doxiciclina posee 
propiedades antiinflamatorias y es capaz de mitigar la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas (151). Durante esta primera parte del presente trabajo se estudió la 
interacción de la doxiciclina con la proteína a-sinucleína utilizando una combinación de 
técnicas biofísicas que nos permitieron describir una aproximación más detallada del 
proceso.  
La Tioflavina T (ThT) es una sonda fluorescente capaz de interaccionar con las 
estructuras β provenientes de proteínas globulares (hoja-β, bandas-β, “β.hairping”) y con 
las estructuras β-entrecruzadas característica de los agregados amiloides (158, 177). Sin 
embargo, ThT no induce ningún incremento de la intensidad al unirse a las hoja-β de las 
proteínas globulares pero sí al unirse a las estructuras β-entrecruzadas, por lo que la 
convierte en un excelente marcador de los procesos de agregación amiloide (177). 
Utilizando los cambios de la intensidad de fluorescencia de ThT, el proceso de agregación 
de α-sinucleína a 70 µM se siguió durante 96 h en presencia de diferentes concentraciones 
de la doxiciclina y se monitoreó la fluorescencia a 482 nm (λexc 450 nm). La Figura 
IV.1.1.a. muestra que concentraciones de 100 µM de la doxiciclina serían suficientes para 
inhibir la formación de agregados amiloides en nuestras condiciones experimentales.  
La cinética de agregación de α-sinucleína también fue monitoreada mediante 
fluorescencia de ThT en ausencia y en presencia de 100 µM de la doxiciclina (Figura 
IV.1.1.b.), y los resultados obtenidos son absolutamente congruentes con aquellos 
descriptos en la literatura (178). En efecto, la agregación de la proteína mostró las tres 
fases del proceso de agregación amiloide claramente diferenciadas: el período de latencia 
que se extendió hasta las 18 h de incubación, la fase exponencial donde hay un rápido 
incremento de la intensidad de la fluorescencia de ThT hasta alcanzar la fase estacionaria 
luego de 44 h de incubación. Los datos obtenidos ajustan a una función sigmoidal que 















Donde Imin e Imax son las intensidades de fluorescencia mínima y máxima de la sonda, 
respectivamente, V50 es el valor medio de fluorescencia entre Imax e Imin, X corresponde 
al tiempo e Y a la fluorescencia experimental. 
 La adición de 100 µM de la doxiciclina al comienzo de la reacción de agregación 
inhibe drásticamente la formación de agregados con estructura β-entrecruzadas. Sin 
embargo, si la incorporación del antibiótico se realiza una vez que se ha alcanzado la fase 
estacionaria no tiene ningún efecto observable en la cinética de agregación de la 
α-sinucleína (Figura IV.1.1.b). 
 
 
Figura IV.1.1. Efectos de la doxiciclina sobre la agregación amiloide de la proteína α-sinucleína. (a) 
Dosis-respuesta medida luego de 96 h de incubación de la α-sinucleína a 37 ºC con agitación orbital en 
presencia de distintas concentraciones de la doxiciclina. (b) Intensidad de emisión de la fluorescencia de 
25 μM de ThT en una solución que contiene 70 μM de la α-sinucleína sola (círculo vacío), o con la adición 
de 100 μM de la doxiciclina desde 0 h (círculos completos), o después de 44 h de incubación (triángulos 
invertidos). La adición de la doxiciclina está indicada por una flecha. Una solución que contiene 100 μM 
del antibiótico solo (asterisco) también se muestra como control. 
 
La posibilidad de que la doxiciclina inhiba todo tipo de agregación o sólo la 
formación de especies con estructura β-entrecruzadas se estudió mediante microscopía 
electrónica de transmisión (MET). En la Figura IV.1.2 se observa la α-sinucleína 
monomérica en presencia o en ausencia de la doxiciclina a diferentes tiempos de la 
reacción de agregación. En las imágenes claramente se ve la presencia de especies 
oligoméricas a 16 h en ambas condiciones de incubación. Estas especies oligoméricas son 
morfológicamente indistinguibles por MET. Es importante destacar que solo en ausencia 












claramente se evidencian luego de 96 h de incubación. En efecto, en presencia de 100 µM 
de la doxiciclina, las imágenes confirman la presencia de especies oligoméricas 
estabilizadas que se mantienen en el tiempo. Estos resultados son consistentes con la 





Figura IV.1.2. Microscopía electrónica de transmisión (MET). Muestras de la proteína α-sinucleína 
incubadas a 37 °C bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la doxiciclina (abajo), y 
observadas a las 16 h (izquierda) o a 96 h (derecha). La barra blanca corresponde a 200 nm a 220000X y 
70000X de magnificación para la comparación relativa de oligómeros y fibras, respectivamente. 
 
 
Para estudiar la capacidad de las especies oligoméricas observados a las 16 h de 
actuar como núcleos de polimerización en el proceso de agregación de la a-sinucleína, se 
incubó 70 µM de la proteína monomérica con los oligómeros formados en ausencia y en 
presencia de la doxiciclina. Esta mezcla se sometió a una incubación de 72 h a 37 ºC bajo 
agitación orbital. La Figura IV.1.3 muestra que sólo las especies formadas en ausencia de 
la doxiciclina son capaces de actuar como núcleos de agregación de la α-sinucleína. En 
efecto, la adición de núcleos de polimerización formados en ausencia de la doxiciclina 
acelera el proceso de agregación de α-sinucleína acortando la fase de latencia del proceso 
a valores indetectables en nuestras condiciones experimentales. Por lo contrario, los 
oligómeros formados en presencia de la doxiciclina no son capaces de convertirse en 












indica que las especies oligoméricas formadas en presencia y en ausencia de doxiciclina 
son funcionalmente diferentes y que la doxiciclina sería capaz de inducir una vía 




Figura IV.1.3. Capacidad de los diferentes agregados de la proteína a-sinucleína de acelerar la 
polimerización. Se incubaron soluciones de la α-sinucleína monomérica con oligómeros pre-incubados en 
ausencia (cuadrado vacío) o en presencia de la doxiciclina (cuadrado completo). Las soluciones resultantes 
se incubaron a 37 °C bajo agitación orbital y la agregación se midió mediante la intensidad de la emisión 
de la fluorescencia de la ThT. La cinética de agregación de la α-sinucleína incubada en ausencia de 
oligómeros pre-incubados se muestra en círculo vacío. 
 
Considerando que la α-sinucleína es una proteína funcional en las neuronas, la 
unión de la doxiciclina al monómero funcional podría causar un efecto no deseado desde 
el punto de vista farmacológico. Habiendo demostrado que la doxiciclina es capaz de 
inducir una vía alternativa de agregación de la α-sinucleína, surgió la necesidad de 
determinar a qué tipo de especies se une la molécula de tetraciclina. Para resolver este 
interrogante se hicieron estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) utilizando 
espectros de 1D 1H de la doxiciclina y espectros de correlación heteronuclear múltiple 
cuántica 1H-15N (HMQC) de la α-sinucleína. 
El espectro de 1H-15N de la a-sinucleína uniformemente marcada con 15N se 
muestra en la Figura IV.1.4. Los resultados obtenidos son absolutamente comparables a 
los reportados en la bibliografía y muestran la naturaleza intrínsecamente desordenada de 
la proteína (179). Luego se realizó una titulación de la proteína con concentraciones 
crecientes de la doxiciclina. Los espectros 1H-15N HMQC obtenidos fueron superponibles 
a los obtenidos en ausencia de la tetraciclina, ya que no se observó ninguna perturbación 
en el desplazamiento químico, incluso a elevadas relaciones doxiciclina:α-sinucleína 
(5:1) (Figura IV.1.4), indicando claramente que la doxiciclina no interactúa con 















Figura IV.1.4. Espectros de correlación heteronuclear múltiple cuántica 1H-15N (HMQC). Diagramas de 
contorno superpuestos de espectros 1H-15N SOFAST-HMQC de la α-sinucleína monomérica 70 μM en 
ausencia (negro) o presencia (rojo) de la doxiciclina 350 μM. 
 
Las especies oligoméricas o protofibrilares de la α-sinucleína son invisibles para 
1H-15N HMQC (180, 181), por lo que no se pudo seguir el proceso de agregación mediante 
esta técnica. Sin embargo, el espectro 1D 1H de RMN de doxiciclina muestra resonancias 
bien resueltas en la región de 6.0-7.0 ppm, constituyendo una excelente estrategia para 
explorar la unión de la tetraciclina a la proteína durante el proceso de agregación. La 
adición de la α-sinucleína monomérica a la doxiciclina no causó perturbaciones 
detectables en el espectro 1D 1H RMN de la doxiciclina, lo que confirma la falta de 
interacción del compuesto con la forma monomérica de la proteína (Figura IV.1.5a). Por 
el contrario, cuando se adicionó a la mezcla de doxiciclina especies agregadas de α-
sinucleína obtenidas por pre-incubación durante 8, 24 y 48 h a 37 ºC, se observaron 















Figura IV.1.5. Análisis de la unión de la doxiciclina a especies agregadas de la proteína α-sinucleína 
por RMN. a) Espectros de 1H RMN de 200 μM de la doxiciclina sola (línea negra) o tras la adición de 100 
μM de la α-sinucleína monomérica (línea roja). b) Espectros de 1H RMN de la doxiciclina 200 μM en 
ausencia (línea negra) o presencia de α-sinucleína 100 μM incubada durante 8 h (línea roja), 24 h (línea 
azul) o 48 h (línea verde). El asterisco indica señales de doxiciclina 1H aisladas que disminuyen al unirse a 
las especies agregadas de α-sinucleína. En la figura (b), el símbolo # denota señales de α-sinucleína 
monoméricas aisladas que desaparecen como consecuencia de la progresión del proceso de agregación. 
 
Las muestras de la α-sinucleína pre-incubadas durante 8 h solo muestran pequeñas 
perturbaciones en la intensidad de la señal ya que la baja concentración de especies 
agregadas presentes en la muestra en tiempos de agregación cortos no es suficiente para 
inducir cambios mayores.  
 
 
Figura IV.1.6. Análisis de la unión de la doxiciclina a la proteína α-sinucleína por RMN. Espectros de 
1D 1H RMN en la región aromática (a) y metílica (b) de 200 μM de la doxiciclina sola (línea negra) y luego 
de la adición de 100 μM de la α-sinucleína monomérica (línea roja) o la α-sinucleína que fue incubada 
durante 16 h (línea azul). Los asteriscos denotan señales de la doxiciclina que disminuye al unirse a los 
oligómeros solubles de α-sinucleína. Los símbolos § indican las señales correspondientes a la α-sinucleína. 
No se detectaron cambios importantes en las señales de la α-sinucleína entre el tiempo 0 y 16 h, lo que 
indica que las estructuras altamente ordenadas, como fibras amiloides o protofibras grandes no se formaron 













Es importante destacar que la presencia de especies agregados de gran tamaño 
(protofibras y fibras) producen una atenuación de la señal de la doxiciclina en el espectro 
1D 1H RMN. Para analizar la interacción entre la proteína y la tetraciclina al comienzo 
de la fase exponencial, donde normalmente no se observan especies de gran tamaño, las 
muestras se centriguraron a 15.000 rpm durante 1 h antes de la obtención de los espectros 
(Figura IV.1.6). Esto asegura que los cambios en los espectros se deben exclusivamente 
a que la doxiciclina interacciona con las especies oligoméricas solubles presentes en la 
muestra.  
Habiendo comprobado que la doxiciclina es capaz de unirse a especies 
oligoméricas solubles de la α-sinucleína, generando oligómeros funcionalmente 
diferentes, se procedió a su caracterización morfológica y estructural. 
Para caracterizar morfológicamente a las especies oligoméricas de α-sinucleína 
en la nanoescala, utilizamos la técnica de dispersión de rayos X a bajos ángulos (SAXS) 
para obtener parámetros relacionados a la forma y tamaño de las partículas formadas 
durante el proceso de agregación en presencia y ausencia de la doxiciclina. Para ello, una 
solución de especies monoméricas de la α-sinucleína se incubó hasta 24 h a 37 °C bajo 
agitación orbital en ausencia o en presencia de la doxiciclina. Alícuotas tomadas a 
diferentes tiempos fueron montadas por inyección en una celda para líquidos y se tomaron 
los diferentes espectros para su posterior análisis. La Figura IV.1.7 muestra la intensidad 
de la dispersión a diferentes valores del vector de dispersión (q), obteniéndose una curva 
característica de una proteína intrínsecamente desordenada sin agregados detectables en 
los primeros minutos de la reacción. Luego de 2 h de incubación, SAXS define claras 
diferencias entre las especies oligoméricas cuando se analiza la intensidad de la dispersión 
de los RX a valores de q bajos (Figura IV.1.7.). Este comportamiento indica que los 
agregados de α-sinucleína formados en presencia de la doxiciclina son más grandes 
respecto a los formados en su ausencia. 
Los espectros de SAXS permiten además, mediante un análisis de la función de 
distribución de pares (p (r)), realizar una aproximación morfológica para las diferentes 
muestras tomadas en el tiempo en ausencia y en presencia de la doxiciclina. La Figura 
IV.1.8a muestra que la frecuencia máxima de distancias (rmax) dentro del agregado 
proteico permanece prácticamente constante en 4 nm dentro de las 24 h de agregación, 
mientras que la dimensión máxima (Dmax) se alarga de 30 nm a 40 nm, indicando la 












agregados formados mostraron cambios tanto en rmax (hasta 22 nm) como en Dmax (hasta 
55 nm) (Figura IV.1.8b) sugiriendo la presencia de estructuras más esféricas. Cabe 
destacar que pueden formarse agregados de más de 55 nm pero dicha dimensión supera 
el límite de detección de SAXS en nuestras condiciones experimentales.  
 
Figura IV.1.7. Análisis de SAXS de las especies monoméricas y oligoméricas de la proteína α-sinucleína. 
Curvas SAXS a partir de 175 µM de la α-sinucleína incubadas a 37 °C en ausencia (símbolos rojos) o en 
presencia (símbolos negros) de 250 µM de la doxiciclina a 0 h (a), 2 h (b), 16 h (c) y 24 h (d). 
 
Figura IV.1.8. Funciones de distribución de pares p (r). Curvas de p (r) en ausencia (a) o en presencia de 














Analizando en conjunto los datos derivados del SAXS pudimos concluir que las 
especies oligoméricas formadas en presencia de la doxiciclina son morfológicamente 
diferentes a las formadas en su ausencia, ya que son esféricas y de mayor tamaño. 
La caracterización estructural de especies de oligómeros de proteínas 
amiloidogénicas no es una tarea sencilla, ya que son especies metaestables que coexisten 
en un equilibrio dinámico con monómeros, dímeros u oligómeros de diferentes tamaños 
durante el proceso de formación de las fibras amiloides. Los métodos clásicos de alta 
resolución como son la Cristalografía de Rayos- X y la Resonancia Magnética Nuclear 
(RMN), presentan limitaciones en el estudio de oligómeros metaestables debido a la 
naturaleza dinámica de estos sistemas. Por otro lado, la espectroscopía infrarroja es 
particularmente sensible a las estructuras β (182) y puede medir las especies agregadas 
independientemente de la turbidez que estas causan, como así también monitorear los 
cambios estructurales en forma dinámica durante el proceso de agregación. Los espectros 
infrarrojos de las proteínas consisten en numerosas bandas de absorción relativamente 
intensas generadas por el enlace peptídico. Estas ventajas la convierten en una técnica 
muy útil para el estudio de las especies agregadas de la a-sinucleína formadas en 
presencia y en ausencia de la doxiciclina. 
El espectro infrarrojo de las proteínas está dominado por siete bandas, pero en este 
trabajo solo se analizó la banda Amida I, situada entre 1700 y 1600 cm-1. Esta banda está 
formada fundamentalmente por la vibración del carbonilo del enlace peptídico, el cual 
posee una frecuencia característica de vibración dependiendo de la estructura secundaria 
o cuaternaria que estén formando. De este modo, cambios en la forma de esta banda son 
interpretados como cambio en la posición relativa de sus componentes.  
Con el fin de realizar un análisis comparativo entre las especies oligoméricas de 
α-sinucleína producidas en presencia y en ausencia de la doxiciclina, la proteína disuelta 
en medio deuterado se incubó a distintos tiempos, y alícuotas de estas reacciones de 
agregación fueron montadas en una celda para la colección de espectros. Al comienzo de 
la incubación, las bandas Amida I obtenidas a partir de las muestras de α-sinucleína 
preparadas en presencia y en ausencia de la doxiciclina son superponibles, sugiriendo que 
el contenido estructural de ambas es comparable (Figura IV.1.9a). El análisis matemático 
de la banda Amida I se realizó mediante la sustracción de la contribución del disolvente, 
la deconvolución, la derivación en el espacio de Fourier y el ajuste de componentes 












contribución porcentual de los diferentes elementos estructurales y los mismos se detallan 
en la Tabla II. 
 
Figura IV.1.9. FT-IR de la región Amida I. Espectros de la α-sinucleína (280 μM) en solución tampón 
deuterada en ausencia (línea azul) o en presencia (línea roja) de 400 μM de la doxiciclina a diferentes 
tiempos de incubación a 37 °C, pD 7 bajo agitación orbital: 0 h (a), 2 h (b) y 16 h (c). Los espectros 
deconvolucionados (arriba) se realizaron usando una forma de línea gaussiana/lorentziana mixta de 18 cm-
1 y un factor de resolución de 2. Los espectros derivados (abajo) se obtuvieron con una potencia de tres y 
un punto de rotura de 0.3. 
 
La Figura IV.1.9.a muestra el espectro deconvolucionado de la banda Amida I de 
la α-sinucleína centrado en 1.649 cm-1, valor característico de una proteína 
intrínsecamente desordenada y compatible al reportado previamente en la bibliografía 
(183). Durante el proceso de agregación, tanto en presencia como en ausencia de la 
doxiciclina, la contribución de la banda centrada a 1.641 cm-1, asignada a regiones con 
gran libertad de movimiento o desordenadas (168, 184), disminuye indicando un 
incremento de especies agregadas (Tabla II). El análisis del ancho de la banda Amida I a 
mitad de la altura máxima (HWHH) también disminuyó durante el proceso de agregación 
tanto en presencia como en ausencia de la doxiciclina. Este parámetro indica también un 
mayor grado de estructuración de las especies presente en la muestra (Figura IV.1.9 b y 
c). En la Figura IV.1.9b podemos observar que luego de 2 h de incubación ya se observan 
diferencias estructurales entre los oligómeros formados en ausencia o en presencia de la 





















1,625 10 Extendida 
1,642 44 Desordenada/Extendida 
1,657 27 Lazo abierto 
1,671 19 Giro-β 
1,682 <1 — 
α-sinucleína (2 h) 
1,625 13 Extendida/Hoja-β 
1,641 40 Desordenada/Extendida 
1,657 32 Lazo abierto 
1,671 11 Giro-β 




1,629 24 Extendida/Hoja-β 
1,641 27 Desordenada/Extendida 
1,656 30 Lazo abierto 
1,671 18 Giro-β 
1,680 <1 — 
α-sinucleína (16 h) 
1,625 13 Hoja-β antiparalela 
1,640 31 Desordenada/Extendida 
1,656 33 Lazo abierto 
1,672 19 Giro-β 




1,619 6 Extendida/Cadenas laterales 
1,634 21 Hoja-β 
1,644 32 Desordenada/Extendida 
1,657 24 Bucle 
1,671 22 Giro-β 
1,684 <1 — 
 
Tabla II. Evaluación basada en los espectros de FT-IR del contenido de la estructura secundaria durante 












Para interpretar los cambios conformacionales producidos durante el proceso de 
agregación, se utilizó las asignaciones de frecuencia mejor descritas en la bibliografía. 
Por ejemplo, la banda centrada en 1654 cm-1, es tradicionalmente asignada a la presencia 
de α-hélice, mientras que la ubicada en 1638 cm-1
 
indica la presencia de hojas-β (185). 
Las bandas localizadas alrededor de 1667 a 1691 cm-1
 
se originan por los giros-β (184, 
186) mientras que la banda en 1682 cm-1
 
corresponde a vibraciones de alta frecuencia de 
las hojas β-anti-paralelas (184). La banda en 1624 cm-1
 
es frecuentemente atribuida a 
estructura β-entrecruzada en agregados tipo amiloide (182) y constituye un excelente 
marcador para seguir el proceso de agregación amiloide. 
Si bien durante el proceso de agregación amiloide en ausencia y presencia de la 
doxiciclina aumenta el contenido de estructura β, la disposición de estas fue distinta y la 
espectroscopía infrarroja fue capaz de resolver esta diferencia estructural. De hecho, los 
oligómeros formados en presencia de la doxiciclina son ricos en estructura de lámina β-
paralela inferida por la presencia de una banda a 1.619-1.634 cm-1 y la ausencia de una 
banda de absorción a aproximadamente 1.685 cm-1. Por el contrario, las estructuras de 
lámina β de los oligómeros preparados en ausencia de la doxiciclina son 
predominantemente anti-paralelas, como lo indica una banda en 1,625 cm-1 con un 
componente de alta frecuencia centrado en 1,685 cm-1. Sorprendentemente, la 
organización diferencial de la estructura de la hoja β en formas paralelas o anti-paralelas 
se ha relacionado previamente con la citotoxicidad (23).  
La sonda Bis-ANS (4,4′-Dianilin-1,1′-binaftil-5,5′-ácido disulfónico- sal 
potásica) es una molécula fluorescente sensible al entorno cuyo rendimiento cuántico es 
muy bajo en solución acuosa, pero aumenta fuertemente cuando se une a superficies 
hidrofóbicas. Durante el proceso de agregación amiloide se producen cambios 
conformacionales con exposición de residuos hidrofóbicos al disolvente que pueden ser 
monitoreados por una mayor captación de la sonda y, en consecuencia, un incremento en 
su intensidad de fluorescencia (187).  
Para evaluar los cambios de hidrofobicidad en la superficie de las distintas 
especies de α-sinucleína en presencia y en ausencia de la doxiciclina, se estudió el 
espectro de emisión de Bis-ANS durante el proceso de agregación. Los espectros 
obtenidos revelan un aumento constante de la intensidad de fluorescencia medida a 450 












el rendimiento cuántico de la sonda que demostró un incremento del 65%. Por el 
contrario, las especies obtenidas durante la agregación de α-sinucleína en presencia de la 
doxiciclina no generaron cambios significativos en la intensidad de fluorescencia del Bis-
ANS durante las primeras 16 h (Figura IV.1.10b), y sólo alcanzó un aumento del 10% de 
la fluorescencia entre las 24 y las 72 horas. Estos datos indicarían que los oligómeros 
formados en presencia de la doxiciclina presentan menor cantidad de regiones 
hidrofóbicas expuestas al disolvente. Esto puede deberse a un cambio conformacional de 
la a-sinucleína o a un bloqueo de las superficies hidrofóbicas por parte de la doxiciclina. 
Sin embargo, lo más probable es que podría deberse a un cambio conformacional de la 
proteína teniendo en cuenta los datos presentados mediante espectroscopía infrarroja. El 
hecho de que los oligómeros formados en presencia de la doxiciclina tendrían menor 
cantidad de superficies hidrofóbicas expuestas les conferirían una menor capacidad de 
interaccionar con membranas biológicas, así como de interaccionar entre ellos para 




Figura IV.1.10. Espectro de emisión de Bis-ANS durante el proceso de agregación de la α-sinucleína. 
Señal de fluorescencia Bis-ANS de la solución de la α-sinucleína (70 μM) incubada a 37 °C bajo agitación 
orbital en ausencia (a) o en presencia de una solución 100 μM de la doxiciclina (b).  
 
Como se mencionó previamente, la citotoxicidad de la α-sinucleína ha sido 
principalmente atribuida a las especies pre-fibrilares transitorias y solubles formadas 
durante el proceso de agregación, debido a una hidrofobicidad de superficie suficiente 
como para interaccionar con membranas biológicas (43). La diferente hidrofobicidad 
superficial de las especies oligoméricas detectadas mediante Bis-ANS se testeó 
funcionalmente mediante un ensayo clásico de alteración de la permeabilidad de vesículas 
lipídicas artificiales. Las vesículas lipídicas se prepararon con lípidos extraídos de 












fluorescente hidrofílico que se utiliza como indicador de integridad de vesículas: ante un 
cambio de permeabilidad, se libera al medio y aumenta exponencialmente la intensidad 
de su fluorescencia al liberarse de su auto-apantallamiento. Especies oligoméricas de la 
α-sinucleína cosechadas luego de 16 h de incubación produjeron la liberación de la sonda 
fluorescente de los liposomas, confirmando la capacidad de estas especies de alterar la 
integridad de las membranas. En cambio, especies producidas en presencia de la 
doxiciclina no fueron capaces de alterar la permeabilidad de las membranas sugiriendo 
que podrían tener un menor efecto citotóxico al actuar sobre membranas biológicas (Fig. 
IV.1.11). Por otro lado, la adición de doxiciclina a los liposomas no impidió la liberación 
de la calceína inducida por oligómeros de α-sinucleína cosechadas luego de 16 h, lo que 
demuestra que el antibiótico no estabiliza la membrana mediante una interacción directa 
ni bloquea el efecto perjudicial de los oligómeros de α-sinucleína producidos durante 16 
h. 
 
Figura IV.1.11. Cambios en la permeabilidad de vesículas lipídicas. Se prepararon oligómeros de la 
α-sinucleína incubando la proteína 140 μM en ausencia, o en presencia de 200 μM de la doxiciclina, 
respectivamente, durante 16 h bajo agitación orbital a 37 °C. Además, se adicionó la doxiciclina a la mezcla 
de liposomas y luego se evaluó el efecto de los oligómeros de α-sinucleína sobre las membranas. La señal 
de fluorescencia se normalizó mediante la señal observada después de la adición del detergente Tritón 
X-100, que indujo la disrupción completa de las vesículas. También se usó una solución monomérica de 
α-sinucleína como control negativo.  
 
Trasladando este concepto a un lenguaje celular, los oligómeros de α-sinucleína 
producidos en presencia de la doxiciclina deberían ser menos tóxicos respecto a los 
canónicos. Para testear esta hipótesis se trabajó con la línea celular SH-SY5Y que deriva 
de un neuroblastoma humano y representa un modelo de células dopaminérgicas. Como 












la metabolización del compuesto Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- 
difeniltetrazólico (MTT). La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un 
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada 
como una medida de la viabilidad celular. La determinación de la capacidad de las células 
de reducir dicho compuesto a formazán, después de la exposición de los agregados de α-
sinucleína en presencia y en ausencia de la doxiciclina, permitió obtener información 
sobre la toxicidad de estas especies.  
 En la Figura IV.1.12 se puede observar que las células tratadas con los oligómeros 
de α-sinucleína en ausencia de la doxiciclina presentan una disminución significativa de 
su viabilidad, sin embargo, cuando se tratan células con oligómeros producidos en 
presencia de la tetraciclina no se observaron diferencias significativas en la viabilidad 
celular con respecto a los controles sin tratar. Es importante además destacar que la 
presencia de la doxiciclina en el medio de cultivo no fue capaz de prevenir el efecto 
nocivo que ejercen los oligómeros formados en ausencia de la doxiciclina en las células 
SH-SY5Y. 
 
Figura IV.1.12. Efecto de los diferentes oligómeros sobre células de neuroblastoma SH-SY5Y. Viabilidad 
celular de las células SH-SY5Y 24 h después de la adición de HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM 
(control), oligómeros de α-sinucleína formados en ausencia y en presencia de la doxiciclina, y oligómeros 
de α-sinucleína adicionando la doxiciclina al medio cultivo. También se usó una solución monomérica de 
la α-sinucleína como control negativo (dato no mostrado).   
 
Para corroborar que la doxiciclina inhibe la toxicidad celular inducida por 
oligómeros de α-sinucleína, se estudió la liberación de la enzima citosólica lactato 
deshidrogenasa (LDH) de las células SH-SY5Y al medio de cultivo (Figura IV.1.13). Esta 












medio de cultivo al permeabilizarse la membrana de las células que hayan sido afectadas 
por un agente tóxico. El incremento en la actividad LDH en el sobrenadante del cultivo 
es proporcional al número de células lisadas. El incremento en la actividad enzimática en 
el sobrenadante de cultivo está directamente relacionado con la cantidad de formazán 
formado (color rojo). Por lo tanto, la cantidad de color desarrollado en el ensayo es 
proporcional al número de células lisadas. 
 
Figura IV.1.13. Efecto de los diferentes oligómeros sobre células de neuroblastoma SH-SY5Y. 
Liberación de LDH al medio celular después de la adición de HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM 
(control), oligómeros de la α-sinucleína formados en ausencia y en presencia de la doxiciclina, y oligómeros 
de α-sinucleína adicionando la doxiciclina al medio. También se usó una solución monomérica de α-
sinucleína como control negativo (dato no mostrado).   
 
La Figura IV.1.13 demuestra que sólo los oligómeros formados en ausencia de la 
doxiciclina son citotóxicos sobre las células SH-SY5Y ya que se observó un aumento del 
40% en la liberación de LDH al medio de cultivo. Por el contrario, los oligómeros 
preparados en presencia de la doxiciclina no produjeron una liberación significativa de 
LDH al medio. La adición de la doxiciclina al medio de cultivo antes de la adición de 














IV.2: Búsqueda y caracterización de un análogo de doxiciclina con baja 
actividad antibiótica para su reposicionamiento 
La capacidad de la doxiciclina de remodelar especies oligoméricas de α-
sinucleína hacia especies de menor toxicidad, sumado al conocimiento sobre su uso 
clínico, su bioseguridad, su biodisponibilidad en el sistema nervioso central (SNC), sus 
propiedades anti-neuroinflamatorias y antioxidantes, la convierten en una molécula muy 
adecuada para ser reposicionada en sinucleinopatías como la enfermedad de Parkinson. 
Sin embargo, la actividad antibiótica de la doxiciclina representa un obstáculo para 
tratamientos a largo plazo, como aquellos requeridos para definir a un neuroprotector. Por 
este motivo, se buscó un análogo estructural de la doxiciclina capaz de interaccionar con 
las estructuras amiloideas y pre-amiloideas con la consiguiente disminución de su 
toxicidad, pero que posea además reducida actividad antibiótica. Para ello, se realizó una 
búsqueda exhaustiva en la bibliografía entre las diferentes familias de todos aquellos 
compuestos antimicrobianos de uso clínico capaces de interferir con el proceso de 
agregación de diferentes proteínas relacionadas con las enfermedades neurodegenerativas 
tales como la enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, de Huntington, entre otras. La 
Tabla III resume la información recopilada. 
 
Tabla III: Efecto de diferentes antibióticos en la formación de agregados amiloides de distintas proteínas 












Como se puede observar en la Tabla III diferentes antibióticos actúan en el 
proceso de formación de oligómeros y fibras de la a-sinucleína. Estos antibióticos 
también actúan disminuyendo la toxicidad de las especies amiloides formadas, en el 
desensamblado de las fibras amiloides y en el proceso de nucleación-polimerización. En 
la Figura IV.2.1 podemos visualizar en qué etapa de la reacción de agregación de 
a-sinucleína intervienen los diferentes antibióticos. 
 
Figura IV.2.1: Efectos de los antibióticos en la vía de agregación amiloide de la proteína α-sinucleína 
asociada a la enfermedad de Parkinson. 
 
De acuerdo con la Figura IV.2.1. la Tetraciclina, la Rapamicina, la Rifampicina, 
la Geldanamicina y la Ceftriaxona son capaces de actuar a diferentes niveles en el proceso 
de agregación de la α-sinucleína. Por ejemplo, la Tetraciclina inhibe la formación de 
oligómeros tóxicos, inhibe la capacidad de utilizar los oligómeros formados como 
núcleos de polimerización, y ayuda al desensamblado de las fibras maduras.  
Teniendo en cuenta esto, surgió la necesidad de identificar los determinantes 
químicos de los antibióticos que podrían interaccionar con las estructuras proteicas 
agregadas. Para esta búsqueda se utilizó el algoritmo de estructura máxima común 
(MCS), que permite identificar la máxima subestructura común a todas las moléculas que 
posean una determinada propiedad funcional. Se consideró como entrada para el 
algoritmo MCS a los antibióticos que tienen efecto sobre las diferentes proteínas que al 
agregarse producen estados patológicos. Para la búsqueda de MCS se realizó una 












similitud en la plataforma online ChemMine (188). Sorprendentemente, todas las 
estructuras analizadas contienen el motivo O=CCCOH o O=CCNH (marcado con color 
azul en la Figura IV.2.2.). Este motivo estructural constituye una disposición de par 
donante/aceptor de protones unido a un anillo plano cerrado y dispuesto en una 
configuración casi plana a una distancia promedio de 2.6 Å. Esta disposición es 
reminiscente a la adoptada por los grupos amino y carbonilo de la cadena principal en la 
estructura β-entrecruzada. De acuerdo a esto el motivo O=CCCOH o O=CCNH puede 




Figura IV.2.2.: Estructuras químicas de los antibióticos correspondiente a la Tabla III con actividad 
anti-amiloidogénica. Las zonas azules resaltan el motivo de interacción β-entrecruzado. 
 
La MCS encontrada será denominada en lo sucesivo Cb-IM (Motivo de 
interacción β-entrecruzado) y representaría una distribución espacial óptima para 
competir y/o interferir con la formación de la estructura entrecruzada-b común a las 
estructuras amiloides. 
Usando el Cb-IM extraído de moléculas con propiedades anti-amiloidogénicas 
reportadas, se trabajó con la familia de las tetraciclinas (TC) con el objetivo de detectar 
algún miembro con baja actividad antibiótica para testear in vitro su potencial como 












grupo de compuestos posee una interesante pleiotropía funcional y una gran versatilidad 
para a las modificaciones químicas. Además, está bien reportado que la actividad 
antibiótica de las TC reside en el grupo dimetilamino ubicado en el carbono C4 (146, 
189).  
Esto permitió delimitar el espectro de búsqueda en las tetraciclinas 4-de-
dimetilamino, también llamadas tetraciclinas modificadas químicamente (CMT, del 
inglés, chemically modified tetracyclines). Existen al menos 10 CMTs, de las cuales seis 
de ellas están bien caracterizadas (Figura IV.2.3). Estas moléculas con actividad 
antibiótica disminuida presentan ventajas sobre las TC convencionales como ser su rápida 
absorción, poseen una vida media en suero más prolongada que la tetraciclina, la 
administración sistémica a largo plazo no produce toxicidad gastrointestinal, no 




Figura IV.2.3: Estructuras químicas de las diferentes tetraciclinas modificadas químicamente (CMTs).  
 
Una de las características a tener en cuenta para realizar el reposicionamiento de 















fisicoquímicas fundamentales para penetrar la barrera hematoencefálica.  Por esta razón, 
luego de varios estudios con diferentes compuestos Lipinski y colaboradores (191) 
llegaron a la conclusión de que para que un compuesto sea activo en el SNC y pueda 
atravesar la barrera hematoencefálica debe cumplir con la “Regla los de cinco”. La "Regla 
de los cinco" se denomina así porque todas las propiedades físicas esenciales que debe 
presentar un fármaco son parámetros de cinco. De acuerdo con esta regla, es probable una 
buena absorción y permeabilidad si: 
• El peso molecular debe ser menor o igual a 450 Da. 
• El coeficiente de distribución entre octanol / agua (LogP) debe ser menor o igual 
a 5. Este coeficiente representaría la lipofilicidad. Para varias clases de sustancias activas 
en el SNC, Hansch y Leo (192) encontraron que el valor LogP está en el rango de 1.5-
2.7, con un valor medio de 2.1. 
• Los donantes de enlaces hidrógeno deben ser menor o igual a 5 (expresados 
como la suma de OH y NH) 
• Los aceptadores de enlace hidrógeno deben ser menor o igual a 10 (expresado 
como la suma de Ns y Os). 
• El número de enlaces rotativos debe ser menor o igual a 10. 
 
Teniendo en cuenta la Regla de los cinco se realizó una búsqueda, en la base de 
datos de química abierta PubChem (NHI), de los parámetros fisicoquímicos de las 
diferentes CMTs y sus valores se encuentran recopilados en la Tabla IV. 
 
 
Tabla IV: Tabla de valores de peso molecular, coeficiente de partición octanol/agua (LogP), donantes y 
















CMT-1 401,371 0,1 6 8 1 
CMT-3 371,345 1 5 7 1 
CMT-5 397,387 -1 6 8 1 
CMT-6 417,37 -2,7 7 9 1 
CMT-7 385,372 0,9 5 7 1 












Analizando las estructuras químicas de las diferentes CMTs que contienen el 
motivo Cb-IM, surgió CMT-3 como una candidata para los estudios de la actividad anti-
agregante porque posee parámetros fisicoquímicos adecuados para ser activa en el SNC 
y para atravesar la barrera hematoencefálica. Además, posee todos los ensayos preclínicos 
aprobados y actualmente se encuentra en estadios de ensayos clínicos contra tumores 
cerebrales, debido a su capacidad de inhibir metaloproteinasas esenciales para las 
















IV.3: Estudio del efecto de la CMT-3 en el proceso de agregación de la proteína 
a-sinucleína 
Golub y colaboradores demostraron que las propiedades antimicrobiana y 
anticolagenasa de las tetraciclinas residían en diferentes partes de los cuatro anillos (147). 
Pudieron identificar a la cadena lateral de la posición del carbono 4 como responsable de 
la actividad antimicrobiana de esta familia de antibióticos. Los compuestos 4-dedimetil 
amino tetraciclina perdían las propiedades antimicrobianas, y luego de obtenerlos 
mediante modificaciones químicas, constituyeron una nueva familia de compuestos 
denominada CMT. Desde entonces se han sintetizado varias CMTs más. Entre ellas, 
CMT-1, CMT-3 y CMT-8, las cuales se han probado para aplicaciones periodontales por 
su actividad antiinflamatoria. Las CMT-3 y CMT-8 tienen, además, actividad 
antimetastásica en diferentes tumores (195, 196). 
Las CMTs contienen el motivo estructural Cβ-IM. La CMT-3, además, podría ser 
directamente reposicionada ya que posee estudios preclínicos y clínicos aprobados (193, 
197, 198). Por este motivo, en esta sección centraremos nuestros estudios en la capacidad 
de CMT-3 de inhibir la formación de agregados amiloides de la α-sinucleína (199).  
En primer lugar, se comparó la actividad antibiótica de la doxiciclina y de la 
CMT-3 frente a la cepa de E. coli DH5α. De acuerdo a nuestros resultados, la CMT-3 
tiene un poder antibiótico 8 veces menor que la doxiciclina. La medición de la actividad 
antibiótica se llevó a cabo mediante diluciones doble seriadas, y luego se midió la 
concentración inhibitoria mínima (CIM) (Tabla V).  
 
Compuesto Ultima dilución con halos de 
inhibición 
CIM 
Doxiciclina 1/16 31,25 µg/mL 
CMT-3 1/2 250 µg/mL 
 
Tabla V. Concentración inhibitoria mínima (CIM) de la doxiciclina y la CMT-3 frente a E. coli DH5α.  
 
Luego, para estudiar el efecto de la CMT-3 sobre la agregación de la a-sinucleína 
se utilizó la espectroscopía de fluorescencia siguiendo el espectro de emisión de la 
Tioflavina T (ThT). La Figura IV.3.1a muestra un estudio dosis-respuesta de la  CMT-3 
sobre la agregación de la proteína.  Para esto, se incubó una solución de 70 µM de 
a-sinucleína durante 96 h con diferentes concentraciones de la CMT-3 a 37 ºC bajo 












agregación amiloide de la a-sinucleína a partir de una concentración de 75 µM. El efecto 
inhibitorio total se consiguió a concentraciones de 100 µM de la CMT-3, por lo que esta 
concentración fue la elegida para el resto de los experimentos. La Figura IV.3.1b muestra 
la cinética de agregación de la a-sinucleína en presencia y en ausencia de 100 uM de la 
CMT-3. Aquí, el control exhibe una cinética característica para esta proteína con una fase 
de latencia hasta las 18 h, seguido por la fase exponencial, y alcanzando la fase 
estacionaria a las 44 h. Por el contrario, en presencia de la CMT-3 no se obsrevó un 
incremento significativo de la intensidad de fluorescencia de la ThT hasta las 120 h de 
incubación bajo nuestras condiciones experimentales. Con estos resultados concluiríamos 
que en presencia de la CMT-3 no se formarían especies agregadas de tipo amiloide. 
 
 
Figura IV.3.1. Efectos de la CMT-3 en la agregación de la proteína α-sinucleína. (a) Dosis-respuesta 
medida a las 96 h de incubación de la α-sinucleína en presencia de distintas concentraciones de la CMT-3 
a 37 ºC con agitación orbital. (b) Intensidad de emisión de la fluorescencia de 25 μM de la ThT en una 
solución que contiene 70 μM de la α-sinucleína sola (círculos vacíos), o con la adición de 100 μM de la 
CMT-3 a 0 h (círculos llenos). 
 
Es posible que la falta de detección de especies agregadas mediante el aumento 
en la intensidad de la fluorescencia de la emisión de la ThT se deba a la ausencia de 
cantidades significativas de estructura β-entrecruzada, y no a la ausencia de especies 
agregadas. Por esta razón, para determinar si durante las primeras horas del proceso de 
agregación se estarían formando especies oligoméricas o protofibrilares se consideró a 
otras técnicas biofísicas como la turbidimetría y la dispersión de la luz. 
La turbidez de una solución (o densidad óptica) es proporcional tanto al tamaño 
como a la cantidad de agregados presentes en una solución, de manera que puede usarse 
como una herramienta para evaluar la agregación de especies proteicas. Para ello, la 












utilizando longitudes de ondas a partir de 320 nm donde  las proteínas no tienen una 
absorbancia significativa.  
En la Figura IV.3.2. se representa la cinética de agregación de la α-sinucleína a 
37 ºC con agitación orbital en ausencia o en presencia de la CMT-3 medida por 
turbidimetría. Los resultados muestran que en ambos casos hay formación de partículas 
de mayor tamaño que el monómero de la proteína, pero con una cinética diferente. En 
ausencia de la tetraciclina, obtenemos una curva que ajusta a una función sigmoidea con 
un tiempo de latencia de 8 h seguida por una fase exponencial que alcanza el estado 
estacionario a las 44 h. Esto se encuentra en concordancia con los experimentos llevados 
a cabo utilizando la ThT para la misma muestra. Sin embargo, en presencia de CMT-3 la 
dispersión de la luz aumenta en forma exponencial con el tiempo. Es decir, que en 
presencia de esta tetraciclina también se formaron agregados pero podrían tener un 
tamaño menor comparado con los agregados formados en ausencia de la CMT-3 ya que 
a las 120 h la turbidez en presencia de la CMT-3 es 48% menor. 
 
 
Figura IV.3.2. Efectos de la CMT-3 en la agregación de la proteína α-sinucleína medidos por densidad 
óptica. Densidad óptica medida a 500 nm en función del tiempo de una solución que contiene 70 μM de la 
α-sinucleína sola (círculos vacíos), o con la adición de 100 μM de la CMT-3 a tiempo 0 h (círculos llenos). 
 
Como se mencionó anteriormente, la dispersión de la luz medida en un 
espectrofluorómetro también es una de las herramientas para estudiar la cinética de 
agregación de una proteína. Para estudiar el sistema α-sinucleína:CMT-3 se irradió las 
muestras a 300 nm y se midió la dispersión de la luz al doble de la longitud de onda, es decir, a 
600 nm. En la Figura IV.3.3. se observa que tanto en presencia como en ausencia de la CMT-3 
hay cambios significativos en la dispersión de la luz, indicando la formación de especies 
agregadas en ambos casos, aunque con cinéticas de agregación diferentes como se observó 















Figura IV.3.3. Efectos de CMT-3 en la agregación de la proteína α-sinucleína medidos por dispersión 
de la luz. Intensidad medida a 600 nm de solución que contiene 70 μM de la α-sinucleína sola (círculos 
vacíos), o con la adición de 100 μM de la CMT-3 a tiempo 0 h (círculos llenos). 
 
 
Para corroborar la formación de las especies agregadas de la α-sinucleína en 
presencia y en ausencia de la CMT-3 se utilizó diferentes microscopías electrónicas. Para 
ello las muestras, que fueron replicadas tres veces, se montaron en las grillas y se pusieron 
en contacto con Uranyless para dar contraste. Durante la observación se adquirió 
imágenes en 20 campos distintos por grilla en cada uno de los diferentes experimentos 
realizados. En primer lugar, se analizó las especies las agregadas en presencia y en 
ausencia de la CMT-3 a 16 h y 120 h mediante microscopía electrónica de trasmisión 
(MET). En la Figura IV.3.4. se presentan campos representativos de las muestras de 16 h 
de incubación, donde claramente se observan las especies oligoméricas tanto en ausencia 
de la CMT-3 (arriba) como en presencia de esta tetraciclina modificada (abajo).  
 
 
Figura IV.3.4. Microscopía electrónica de transmisión (MET). Muestras de a-sinucleína incubadas a 37 
°C bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) observadas a las 16 h. La 





















Un resultado fundamental se ilustra en la Figura IV.3.5 donde la comparación de 
las imágenes permite aseverar que no se encontraron fibras amiloides en las muestras 
incubadas con CMT-3 durante 120 h. Este resultado fue consistente a lo largo de los 75 
campos analizados en las grillas. La ausencia de fibras es congruente con la ausencia de 
estructuras β-entrecruzada reportada por los experimentos de fluorescencia de la ThT. A 
partir de estos datos podemos concluir que la CMT-3, al igual que la doxiciclina, inhibe 
la formación de especies fibrilares características del proceso de la agregación amiloide 
de la α-sinucleína. 
 
 
Figura IV.3.5. Microscopía electrónica de transmisión (MET). Muestras de a-sinucleína incubadas a 37 
°C bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) observadas a las 120 h. 
La barra de escala corresponde a 1 µm de 26.000X de magnificación para la observación de las muestras. 
 
Para obtener una mayor información de estas muestras, las grillas preparadas para 
MET se llevaron al microscopio electrónico de barrido (MEB). La configuración del 
equipo y la selección de los parámetros de operación nos permitieron observar las 
muestras sin metalizar. En la Figura IV.3.6. se observan en ambas condiciones de 
agregación, en presencia y ausencia de CMT-3, diferentes especies oligoméricas 
formadas durante 16 h de incubación. Mediante el programa Imagen J se realizaron 
mediciones del tamaño de las especies formadas. El tamaño de las especies oligoméricas 
en ausencia de CMT-3 es de 40±10 nm de diámetro, mientras que en presencia de la 
tetraciclina modificada el tamaño de estas especies es mayor, con un diámetro de 80±10 






















Figura IV.3.6. Microscopía electrónica de barrido (MEB). Muestras de a-sinucleína incubadas a 37 °C 
bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) observadas a las 16 h. La 
barra de escala corresponde a 500 nm de 100.000X de magnificación para la observación de los oligómeros.  
 
Luego se observó en MEB las muestras de α-sinucleína en ausencia y en presencia 
de la CMT-3 a 120 h de incubación (Figura IV.3.7.). Las imágenes muestran la ausencia 
de fibras para las muestras tratadas con la tetraciclina, sugiriendo que actúa en forma 
efectiva como anti-agregante de la proteína inhibiendo la formación de las fibras 
amiloides. Las fibras amiloides tienen un diámetro de 15±5 nm (n=50) y el largo de las 
fibras aisladas es de 500±50 nm (n=25). 
 
 
Figura IV.3.7. Microscopía electrónica de barrido (MEB). Muestras de a-sinucleína incubadas a 37 °C 
bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) observadas a las 120 h. La 
barra de escala corresponde a 500 nm de 100.000X de magnificación para la observación las muestras. 
 
Con el fin de realizar un análisis comparativo entre las especies oligoméricas de 
α-sinucleína producidas en ausencia y en presencia de la doxiciclina o de la CMT-3, las 
muestras disueltas en medio deuterado se incubaron durante 16 h y luego se montaron en 




























en la región Amida I (Figura IV.3.8) indica claramente que el contenido de estructuras 
secundarias es diferente para las especies formadas en ausencia como en presencia de las 
tetraciclinas. 
 
Figura IV.3.8. FT-IR de la región Amida I. Espectros normalizados de la α-sinucleína en ausencia (línea 
negra) o en presencia (línea roja) de la doxiciclina o (línea verde) de la CMT-3. Muestras incubadas a 37 
°C, pD 7,4 bajo agitación orbital: 0 h control de la a-sinucleína o 16 h en presencia de las diferentes 
tertraciclinas. 
 
La anisotropía fluorescencia permite determinar la difusión rotacional de una 
molécula a partir de la diferencia en la correlación (decorrelación) de la luz polarizada, 
es decir entre los fotones que se excitan y los emitidos (fluorescentes). Esta decorrelación 
permite medir el "tiempo de rotación" de una molécula en su conjunto, o de una parte de 
la molécula con respecto al todo. Básicamente, un fluoróforo excitado con luz polarizada 
también emitirá luz polarizada. Sin embargo, si una molécula está rotando, tenderá a 
"disipar" la polarización de la luz al irradiar en una dirección distinta a la de la luz 
incidente (despolarización de la luz). El efecto de "disipación" es mayor con fluoróforos 
que rotan libremente en una solución. Las interacciones de proteínas pueden ser 
detectadas cuando una de las partes que interactúan se acopla con un fluoróforo, y al 
acoplarse con la molécula se forma un complejo más grande el cual rotará en forma más 
lenta.  Por lo tanto, aumentará la polarización de la luz emitida y se reduce por 
consiguiente el efecto de “disipación".   
La molécula CMT-3 posee fluorescencia intrínseca y la convierte en un marcador 












la molécula con luz polarizada a 460 nm y se midió la emisión a 520 nm. La tetraciclina 
fue adicionada a diferentes tiempos de la reacción de agregación de la a-sinucleína. 
 
 
Figura IV.3.9. Anisotropía de fluorescencia. Curva de anisotropía de fluorescencia de una solución de 70 
µM de la α-sinucleína incubadas a 37 °C bajo agitación orbital, adicionando la CMT-3 a diferentes tiempos. 
Las barras indican la desviación estándar con un n=6.  
 
La Figura IV.3.9 muestra que la anisotropía de fluorescencia de la CMT-3 
comienza a incrementar sólo cuando hay especies agregadas presentes en el medio, es 
decir a partir de las 44 h. Esto implica que el fármaco sólo se une cuando hay especies 














IV.4: Capacidad de la CMT-3 de interaccionar y desestabilizar la estructura 
cuaternaria de especies fibrilares de la proteína a-sinucleína 
La toxicidad de las especies fibrilares ha sido discutida, otorgando sólo a las 
especies oligoméricas la capacidad de alterar la viabilidad celular. Sin embargo, 
recientemente se demostró que las especies fibrilares son también tóxicas al menos sobre 
dos blancos: i)  producen una reestructuración estructural en el membrana plasmática 
agregando los dominios conocidos como “lipid rafts” e induciendo en consecuencia la 
activación de la caspasa-8, y ii) diferentes estudios in vitro e in vivo demostraron que las 
especies fibrilares de la α-sinucleína serían las responsables de activar los procesos 
neuroinflamatorios estrechamente relacionados con los procesos neurodegenerativos 
(200, 201).  
En este contexto y considerando las características estructurales de las 
Tetraciclinas, en esta sección abordaremos estudios tendientes a dilucidar la capacidad de 
la CMT-3 para interaccionar con y/o remodelar agregados fibrilares de a-sinucleína 
transformándolos en especies de menor toxicidad.  
La Figura IV.4.1 muestra la intensidad de fluorescencia de la sonda ThT resultado 
de la cinética de agregación de α-sinucleína en ausencia y en presencia de la CMT-3. Esta 
tetraciclina se colocó en la muestra al principio de la fase estacionaria, es decir, luego de 
44 h de incubación. Se tomaron alícuotas a diferentes tiempos y se evaluó el efecto de la 
CMT-3 sobre las fibras preformadas midiendo la intensidad de fluorescencia de la sonda. 
Como se describió en la parte 1 de Resultados, el agregado de la doxiciclina a las 44 h 
arrojó valores indistinguibles respecto al control. Sin embargo, como podemos observar 
en la Figura IV.4.1., la adición de la CMT-3 induce una disminución de la intensidad de 
fluorescencia de la sonda en un 50%.  
La cinética de desensamblado de las fibras de a-sinucleína también se estudió 
mediante microscopía confocal de fluorescencia. Para esto, se tomaron muestras a 
diferentes tiempos a partir de las 44 h de la reacción de agregación de la proteína en 
ausencia y en presencia de la CMT-3. Las muestras se marcaron con Tioflavina S (ThS), 
una sonda fluorescente análoga a la ThT que tiene la capacidad de unirse a estructuras b-
entrecruzadas. Como se ve en las imágenes (Figura IV.4.2 a-d) la intensidad de 
fluorescencia de ThS de las muestras tomadas en ausencia de la CMT-3 aumenta con el 
tiempo, indicando la formación de fibras amiloides (pequeños bastones color verde). Lo 












a partir de 44 h de incubación (Figura IV.4.2 e-h). En este caso, la intensidad de la 
fluorescencia se mantiene igual a las muestras sin el agregado de la CMT-3 hasta las 48 
h (Figura IV.4.2 b). Sin embargo, a partir de las 72 h la intensidad de la fluorescencia en 
las muestras tratadas con la CMT-3 comienza a disminuir (Figura IV.4.2 g-h).  
 
 
Figura IV.4.1. Desensamblado de las fibras de la proteína a-sinucleína medida por espectroscopía de 
fluorescencia. Intensidad de la emisión de la fluorescencia de 25 μM de Tioflavina T en una solución que 




Figura IV.4.2. Microscopía confocal del desensamblado de las fibras de la proteína a-sinucleína. 
Intensidad de emisión de la fluorescencia de la Tioflavina S a distintos tiempos de la cinética de agregación 
a) 44h, b) 48h, c) 72h y d) 96 h de una solución que contiene 70 μM de α-sinucleína en ausencia (arriba) o 
en presencia (abajo) de 100 μM de la CMT-3, colocado a las 44 h. La barra de escala corresponde a 10 µm. 
 
Esta disminución en la fluorescencia de la sonda tiene dos interpretaciones 
posibles: i) disminución en la cantidad de estructuras b-entrecruzadas en el medio como 
producto de un desensamblado de las fibras, o ii) apantallamiento de la fluorescencia de 
la sonda por algún cambio conformacional inducido por la interacción de la CMT-3. Por 
ello, para corroborar que el fenómeno observado se debe a un proceso de desensamblado 












de las especies resultantes, se trabajó con diferentes microscopías electrónicas y la 
microscopía de fuerza atómica.  
La Figura IV.4.3 muestra las imágenes obtenidas utilizando MET de las fibras de 
a-sinucleína en ausencia o en presencia de la CMT-3 adicionado a las 44 h de incubación, 
con un tratamiento total de 96 h. La examinación de diferentes campos de la grilla muestra 
claramente que cuando las fibras son tratadas con la CMT-3 la cantidad de fibras y 
cúmulos de fibras disminuyen notablemente y que las especies resultantes presentan una 
morfología diferente luego del tratamiento. Por otro lado, el análisis de la longitud de las 
fibras empleando el programa Image-J, indica que las fibras remanentes luego del 
tratamiento con la CMT-3 son más cortas (longitud 170±70 nm con un n=25) que las que 
se encuentran en ausencia de la tetraciclina. Estos resultados confirmarían que la CMT-3 




Figura IV.4.3. Microscopía electrónica de transmisión (MET). Muestras de la proteína a-sinucleína 
incubadas a 37 °C bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) agregado 
a las 44 h, con un tiempo de incubación total de 96 h. La barra de escala corresponde a 1 µm de 26.000x de 
magnificación para la observación de las muestras.  
 
Para completar la caracterización morfológica las muestras fueron paralelamente 
estudiadas mediante MEB. La toma de imágenes se realizó utilizando dos aumentos 
diferentes lo que permitió estimar la cantidad de fibras presente en la muestra. En las 
imágenes tomadas a menor magnificación (50.000X) se tiene una vista panorámica de las 
muestras en presencia y ausencia de la CMT-3 donde la gran cantidad de agregados 























las muestras obtenidas en presencia de la CMT-3 evidencian una disminución notoria del 
número de especies agregadas y ausencia de los conglomerados (Figura IV.4.4).  
 
 
Figura IV.4.4. Microscopía electrónica de barrido (MEB). Muestras de la proteína α-sinucleína incubadas 
a 37 °C bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) agregado a las 44 h 
la CMT-3, con un tiempo de incubación total de 96 h. La barra de escala corresponde a 500 nm de 50.000X 
de magnificación para la observación las muestras.  
 
Posteriormente, utilizando una mayor magnificación (200.000X) se pudo observar 
con mayor detalle las muestras de a-sinucleína incubadas en ausencia de la CMT-3 y las 
sometidas al tratamiento con el compuesto a partir de las 44 h. En ausencia del compuesto 
se pueden observar fibras de 500 nm a varias micras de largo, que se entrecruzan entre 
ellas formando los cúmulos. La presencia de CMT-3 conlleva el desensamblado de las 
especies fibrilares a fibras más cortas y a otras especies como monómeros o agregados de 
bajo peso molecular (Figura IV.4.5.).  
 
Figura IV.4.5. Microscopía electrónica de barrido (MEB). Muestras de la proteína α-sinucleína incubadas 
a 37 °C bajo agitación orbital en ausencia (arriba) o en presencia de la CMT-3 (abajo) agregado a las 44 h, 
con un tiempo de incubación total de 96 h. La barra de escala corresponde a 200 nm de 200.000X de 


































Para completar la caracterización microscópica del efecto de la tetraciclina sobre 
las especies fibrilares de a-sinucleína, se utilizó la microscopía de fuerza atómica (AFM) 
adquiriendo las imágenes en el modo de contacto intermitente ( TM-Peak Force). En la 
Figura IV.4.6 podemos observar imágenes representantivas de la muestra luego de 96 h 
de incubación en ausencia de la CMT-3, donde las fibras amiloides están en forma 
individual, en ramillete o conformando grandes cúmulos de fibras. Para poner en 
evidencia la información 3D que tiene cada punto de la imagen se eligió presentar una de 
las imágenes en perspectiva (derecha). La diferencia de altura entre los cúmulos y las 
fibras individuales (30 nm de diámetro) dificulta la elección de la escala de colores.  
 
 
Figura IV.4.6. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM). Imágenes de la topografía de la muestra de a-
sinucleína incubada a 37 °C bajo agitación orbital en ausencia de la CMT-3. Las imágenes fueron adquiridas 
en el modo de operación de contacto intermitente TM-Peak Force. La barra blanca representa 1 µm y la 
escala de colores codifica la información en z de 0 a 100nm. La imagen de la derecha es una vista en 3 
dimensiones presentada con un ángulo elevación de 75º y una rotación de 45º.  
 
A partir de la imagen anterior se hizo una inspección más aumentada de la 
morfología de las fibras y los resultados se encuentran en la Figura IV.4.7.   
 
Figura IV.4.7. Fibras de la proteína a-sinucleína por AFM.  Cada imagen topográfica tiene un área de 












Sin embargo, al igual que en las microscopías electrónicas las fibras tratadas con 
la CMT-3 seobservó que el número de fibras individuales y la cantidad de cúmulos de 
fibras formados disminuye notablemente con respecto a las muestras de la proteína no 
tratada (Figura IV.4.8.).   
 
Figura IV.4.8. Fibras de la proteína a-sinucleína tratadas con la CMT-3 mediante AFM.  A la izquierda, 
la imagen de topografía tiene un área de barrido de 5x5µm, y la barra de colores codifica la información en 
z de 0 a 100 nm. La imagen de la derecha es una vista en 3 dimensiones del cúmulo de fibras observado en 
la imagen de topografía con un ángulo elevación de 75º y una rotación de 45º. 
 
Luego de esta caracterización morfológica, se evaluó la actividad de las especies 
resultantes del proceso de desensambado sobre vesículas lipídicas empleando el ensayo 
de pérdida de contenido. Para esto se encapsuló 50 mM de calceína en vesículas lipídicas 
unilamelares preparadas con una mezcla de lípidos sintéticos DOPC: DOPA (1:1), y se 
evaluó la capacidad de las especies resultantes del desensamblado de alterar la liberación 
de la sonda al medio. La Figura IV.4.9. muestra que la especie monómerica de 
a-sinucleína no induce cambios de permeabilidad en las vesículas lipídicas, las especies 
oligoméricas (cosechadas luego de 16 h de incubación), son capaces de desestabilizar las 
membranas produciendo una liberación de la calceína que se evidenció por el incremento 
en su intensidad de fluorescencia. De esta manera queda confirmada la capacidad de estas 
especies de alterar la integridad de las bicapas lipídicas. Las especies fibrilares maduradas 
en ausencia de la CMT-3 indujeron un pequeño pero significativo cambio de 
permeabilidad producido probablemente por especies oligoméricas que presentes en la 
muestra ya que estas no fueron sometidas a un proceso de lavado antes de ser adicionadas 
a las membranas. Interesantemente, las especies producidas por el desensamblado de las 












membrana sugiriendo que el tratamiento produce especies monoméricas o agregados 
incapaces de interaccionar y/o desestabilizar las bicapas lipídicas. 
 
Figura IV.4.9. Cambios en la permeabilidad de la membrana de vesículas. Se prepararon oligómeros, 
fibras y fibras desensambladas de la a-sinucleína bajo agitación orbital a 37 °C. La señal de fluorescencia 
se normalizó mediante la señal observada después de la adición del detergente Tritón X-100, que indujo la 
rotura completa de las vesículas. También se usó una solución monomérica de α-sinucleína como control 
negativo.  
 
Luego de estudiar la actividad en membranas sintéticas, es esencial evaluar si las 
especies obtenidas del desensamblado fibrilar inducido por la CMT-3 son capaces de 
servir como núcleos de polimerización. Para ello se utilizaron las fibras de a-sinucleína 
y las especies obtenidas del desensamblado fibrilar como núcleos de polimerización de 
una solución fresca de a-sinucleína monomérica. La Figura IV.4.10 muestra una cinética 
de agregación de la a-sinucleína medida por espectroscopía de fluorescencia utilizando 
la sonda ThT. Se ve claramente que sólo las especies fibrilares pueden actuar como 
núcleos de polimerización de la a-sinucleína monomérica, acortando su fase de latencia. 
Por el contrario, las especies provenientes del desensamblado de las fibras de a-sincuelína 
por la CMT-3 no sólo no fueron capaces de alterar la fase de latencia, sino que todo el 
proceso de agregación resultó inhibido. Los resultados demuestran que especies 
resultantes del desensamblado de fibras amiloides maduras por parte de la CMT-3 no son 
capaces de alterar la permeabilidad de las vesículas lipídicas ni de actuar como núcleos 














Figura IV.4.10. Capacidad de los diferentes agregados de acelerar la polimerización. Se incubaron 
soluciones de la α-sinucleína monomérica en presencia de fibras (cuadrados rojos) o en presencia de fibras 
desensambladas (triángulos azules) a 37 °C bajo agitación orbital. La agregación se ensayó mediante la 
emisión de la fluorescencia de la sonda ThT. La cinética de agregación de la α-sinucleína incubada en 
ausencia de núcleos pre-incubados se muestra en círculos negros. 
 
Luego de haber estudiado mediante diferentes técnicas biofísicas el poder anti-
agregante de la CMT-3 sobre la proteína a-sinucleína desde tiempo 0 h y producir el 
desensamblado de sus fibras, se analizó su poder anti-neuroinflamatorio. 
Como se mencionó anteriormente, la liberación de citoquinas proinflamatorias 
inducidas por agregados fibrilares, y por otras neurotoxinas, son uno de los elementos del 
círculo vicioso involucrado en la neurodegeneración. Considerando la actividad 
antiinflamatorios de las TC, se estudió el efecto de la CMT-3 sobre la liberación de 
citoquinas proinflamatorias, el estrés oxidativo y la liberación de glutamato en modelos 
celulares de microglía.  
Cultivos primarios de microglía de ratón fueron activados con LPS y se cuantificó 
la liberación de IL-1b y TNF-α. Para llevar a cabo este ensayo, se adicionaron distintas 
concentraciones de la CMT-3 sobre cultivos celulares, y luego de 4 h de incubación se 
adicionó 10 ng/mL de LPS por 24 h, y por último, se cuantificó la liberación de las 
citoquinas mencionadas. La Figura IV.4.11. resume que el agregado de LPS produce una 
eficiente liberación de ambas citoquinas, valor que fue considerado como máximo para 
normalizar los resultados. El pre-tratamiento de las células con 50 µM de la CMT-3 
reduce a la mitad la liberación de estas especies indicando que la tetraciclina posee acción 
antiinflamatoria en la microglía. Por otro lado, se evaluó el efecto de 50 µM doxiciclina 












pero si inhibe la liberación de TNF-α. De acuerdo con estos datos podemos concluir que 
la CMT-3 tiene mayor actividad antiinflamatoria que la doxiciclina.  
 
Figura IV.4.11. Efecto de la CMT-3 en cultivos primario de microglía. Se incubó distintas 
concentraciones de la CMT-3 y 50 µM de la doxiciclina en cultivos primario de microglía. Luego se activó 
las células con LPS y se midió la liberación de dos citoquinas diferentes a) IL-1B y b) TNF-α.  
 
 
Figura IV.4.12. Efecto de la CMT-3 en cultivos primario de microglía. Se incubaron distintas 
concentraciones de la CMT-3 y 50 µM de la doxiciclina en cultivos primario de microglía en cultivos 
primario de microglía. Se midió la liberación glutamato al medio mediante ELISA.  
 
El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC y se han 
reportado alteraciones en la homeostasis de este neurotransmisor en la mayoría de las 
enfermedades neurodegenerativas (202). Las células de la microglía son reguladores 
críticos de la homeostasis del glutamato en el nivel de modulación de la actividad 
sináptica (203). Por esta razón, se determinó el efecto de la CMT-3 sobre la liberación de 
glutamato en cultivos de microglía. Para esto, se adicionaron diferentes concentraciones 












midió la liberación del neurotransmisor mediante técnicas de ELISA (ensayo por 
inmunoabsorción ligado a enzimas). Como se observa en la Figura IV.4.12, si se 
considera que LPS indujo una liberación del 100% del glutamato al medio en la condición 
control, la liberación se redujo al 50% en las células pre-tratadas con 20 µM de CMT-3.  
Estos resultados indicarían que la CMT-3 inhibiría la liberación del glutamato, 
inhibiendo así el proceso de estrés oxidativo generado por los LPS, y además se 
necesitarían concentraciones más bajas de la CMT-3 para lograr este efecto en 

















“El mundo no sabe cuántos pensamientos y teorías que han pasado 
por la mente de un investigador científico han sido aplastados en 















Los resultados obtenidos en los últimos años acerca de las bases moleculares de 
la neurodegeneración desarrollada en la enfermedad de Parkinson sugieren que estarían 
relacionadas con complejas interacciones genético-ambientales y, por lo tanto, más de un 
mecanismo puede llevar al proceso neurodegenerativo. De hecho, la agregación de las 
proteínas, la neuroinflamación, el estrés oxidativo, la disrupción funcional mitocondrial 
y la disfunción lisosomal constituyen un círculo vicioso con consecuencias fatales para 
las neuronas (44).  
Hasta ahora los esfuerzos dirigidos al desarrollo de nuevos fármacos para 
combatir la EP se centraron en atacar un blanco a la vez, por ejemplo, el glutatión para el 
proceso de estrés oxidativo, AFFITOPE actuando sobre el plegamiento de la a-
sinucleína, CERE-120 ayudando a restaurar y proteger las neuronas, entre otros. Sin 
embargo, esta táctica no parecería ser suficiente, por lo que una estrategia más atractiva 
sería el desarrollo de un fármaco o de una mezcla farmacológica que permita atacar varios 
blancos a la vez.  
A pesar de los grandes esfuerzos invertidos en la búsqueda de nuevos fármacos 
dirigidos detener o enlentecer la EP, hoy en día las terapias disponibles para esta patología 
son meramente paliativas. En efecto, los tratamientos farmacológicos disponibles sólo 
intervienen sobre los síntomas motores sin modificar el curso de la enfermedad. Una 
importante cantidad de moléculas obtenidas a partir de los protocolos tradicionales para 
el descubrimiento de nuevos fármacos demostraron poseer capacidad para bloquear el 
proceso patológico in vitro pero, cuando son trasladados a ensayos clínicos, fallan debido 
a su alta toxicidad o a su baja biodisponibilidad en el cerebro. Considerando que estos 
protocolos necesitan entre 10 y 17 años desde los estudios bioquímicos básicos hasta la 
aprobación regulatoria, enfoques alternativos como el reposicionamiento de fármacos 
adquieren relevancia ya que al usar medicamentos preexistentes con estudios preclínicos 
completos, los tiempos para su posicionamiento como indicación terapéutica disminuyen 
sensiblemente. En este contexto, el desafío actual es detectar en la farmacopea moléculas 
con propiedades antiagregantes, antiinflamatorias y antioxidantes, que puedan además 
cruzar la barrera hematoencefálica con la eficiencia necesaria para intervenir el proceso 
neurodegenerativo.  
La estrategia de reposicionamiento de fármacos toma especial relevancia si se 
considera que, a pesar de que la EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa más 












(204). Considerando las proyecciones de crecimiento poblacional así como el aumento 
en la expectativa de vida de los países desarrollados, la cantidad de personas con 
diagnóstico de la EP será de alrededor de 14 millones en 2040. Esta cifra amenaza con 
quebrantar los sistemas de salud en todo el mundo si rápidamente no se resuelve 
terapéuticamente el problema de la neurodegeneración (204).  
La doxiciclina, una tetraciclina de segunda generación, se usa actualmente como 
un antibiótico de amplio espectro en humanos que presentan antecedentes clínicos, y 
además tiene una buena penetración de la barrera hematoencefálica (205). Además de su 
efecto antibiótico bien caracterizado, la doxiciclina tiene otros efectos diferentes 
centrados principalmente en la influencia reguladora sobre la vía inflamatoria y el estrés 
oxidativo (206, 207). Es interesante destacar que, variando la concentración de la 
doxiciclina, es posible alternar entre la actividad antiinflamatoria o la antibiótica. De esta 
forma, algunos ensayos clínicos demostraron que la administración de 200-400 mg / día 
de doxiciclina posee el efecto antimicrobiano pero que puede llevar, a su vez, a desarrollar 
resistencia bacteriana y alteraciones endógenas orales. Por otro lado, la administración de 
la tetraciclina a dosis sub-antibióticas (20-40 mg/día) no altera la viabilidad bacteriana y 
ejerce actividades antiinflamatorias (208). También se describieron las propiedades 
neuroprotectoras de la doxiciclina en modelos de isquemia cerebral, de lesión de la 
médula espinal, de enfermedad de Parkinson, de enfermedad de Huntington, de esclerosis 
lateral amiotrófica, y de esclerosis múltiple (209, 210). Las propiedades antiinflamatorias 
de la doxiciclina se han propuesto como el mecanismo involucrado en el efecto 
neuroprotector. Sin embargo, el tratamiento con fármacos antiinflamatorios 
convencionales no demostró ser efectivo en neuroprotección, sugiriendo que este 
mecanismo por sí solo no sería suficiente (153). 
En la presente Tesis demostramos un mecanismo adicional por el cual la 
doxiciclina podría ejercer un efecto neuroprotector, el cual actuaría en forma 
complementaria a los efectos antiinflamatorios (152, 208) y antioxidantes (207) ya 
descriptos, posicionando esta molécula como una fármaco multidiana. Demostramos por 
primera vez que la doxiciclina es capaz de intervenir en el proceso patológico de 
agregación de la α-sinucleína induciendo una remodelación de los oligómeros a especies 
no tóxicas. Adicionalmente, los agregados formados en presencia de la tetraciclina no 
poseen la capacidad de actuar como núcleos de polimerización para la formación de fibras 
amiloides. Este proceso de remodelación es eficiente solo si ocurre en las etapas 












consolidadas las fibras, no produce ningún cambio en la cinética de agregación de α-
sinucleína o en su citotoxicidad. A partir de estos datos, llevamos adelante un estudio 
estructural sistemático para entender las bases moleculares que gobiernan este proceso. 
A partir de datos obtenidos por RMN, la doxiciclina es capaz de unirse a especies de α-
sinucleína oligoméricas, pero no a la proteína monomérica dejando libre a esta especie 
no tóxica para cumplir con su rol fisiológico (211). Es importante destacar que otras 
moléculas pequeñas conocidasen la bibliografía por intervenir el proceso de agregación 
de la α-sinucleína como Rojo Congo, Lacmoide y Galato de Epigalocatequina (EGCG) 
interactúan con la proteína monomérica (211, 212).  
Estudios realizados utilizando microscopía electrónica de transmisión (MET) 
mostraron que la reacción de agregación de la α-sinucleína en presencia de la doxiciclina 
forma especies oligoméricas que no evolucionan a fibras. Estos datos concordaron con 
los resultados obtenidos mediante espectroscopía de fluorescencia donde se observó que 
la formación de la estructura β-entrecruzada queda inhibida en presencia de la 
doxiciclina. El impacto de la doxiciclina en la formación de los oligómeros de α-
sinucleína también se evidencia por los cambios en el tamaño y la forma de los agregados, 
como lo revelan los experimentos de SAXS. Además, las especies agregadas de la 
proteína formadas en presencia de la doxiciclina serían estructuralmente diferentes ya que 
exhiben una menor superficie hidrófoba en comparación con las muestras que no fueron 
tratadas con la tetraciclina, sugiriendo una disposición estructural diferente de la especie 
intermediaria. De hecho, los estudios de FT-IR demostraron la presencia de estructuras 
β-entrecruzadas paralelas en las especies formadas en presencia de la doxiciclina, en 
contraposición a los oligómeros formados en ausencia de la misma, que muestran 
estructuras β-entrecruzadas anti-paralelas. Las estructuras β-entrecruzadas anti-paralelas 
son estructuras típicas de las especies oligoméricas tóxicas de a-sinucleína (23). Esta 
diferencia estructural, donde las especies que contienen estructuras β-entrecruzadas anti-
paralelas está relacionada a la capacidad de hacer poros en la membrana lipídicas (23). 
En general, la diferente organización estructural de los oligómeros formados en presencia 
de la doxiciclina resulta en una menor capacidad para alterar la viabilidad celular y la 
permeabilidad de la membrana, en comparación con los oligómeros de a-sinucleína.  
En conjunto, todos estos resultados indican que la doxiciclina presenta 
características diferenciales frente a otras moléculas que interfieren con el proceso de 












La baicaleína es un flavonoide activo que también induce la formación de 
oligómeros de α-sinucleína inocuos, pero su uso como neuroprotector es controvertido 
ya que este flavonoide desencadena vías apoptóticas intrínsecas y extrínsecas (213). De 
la misma manera, el ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico) y algunos de sus 
derivados pueden interactuar con los oligómeros de α-sinucleína por un mecanismo 
similar a la doxiciclina, es decir, detener el proceso de fibrilación mediante la formación 
de oligómeros no tóxicos, incapaces de ser utilizados como núcleos de polimerización 
para la α-sinucleína monomérica (214). Sin embargo, no hay datos sobre 
biodisponibilidad o farmacocinética o efectos secundarios de este compuesto in vivo.  
La curcumina (diferuloilmetano) también reduce significativamente la toxicidad 
celular de los agregados de α-sinucleína al unirse a oligómeros preformados y fibras (215) 
con una efectividad comparable con la doxiciclina (relación molar 1:1) (216). Sin 
embargo, la inestabilidad, la baja solubilidad y la poca biodisponibilidad de la curcumina 
limitan sus aplicaciones clínicas. Para superar este obstáculo, se han desarrollado algunos 
análogos estructurales a la curcumina con propiedades antiagregantes. Sin embargo, hasta 
ahora no se dispone de estudios clínicos de la toxicidad con análogos estructurales de 
curcumina (217). En este contexto, la doxiciclina presenta importantes ventajas sobre la 
curcumina y la baicaleína ya que su administración oral demostró ser eficiente alcanzado 
concentraciones plasmáticas de 2,6 µg/ml a las 2 h. Además, es un fármaco seguro y 
eficaz para tratamientos dermatológicos de largo plazo (218, 219).  
Se ha demostrado que las especies tóxicas de la α-sinucleína pueden transmitirse 
desde células enfermas a neuronas sanas, donde inducen la conversión de α-sinucleína 
nativa en especies oligoméricas tóxicas, siguiendo un mecanismo de nucleación-
polimerización (220, 221). Es importante destacar que la doxiciclina entra sin dificultad 
al espacio intracelular, incluso al núcleo. Esta característica de la molécula es de gran 
importancia ya que de acuerdo a nuestros resultados, sugieren que las especies 
remodeladas estructuralmente con la doxiciclina anulan el proceso de polimerización y, 
por lo tanto, interferirían con el proceso de propagación. En efecto, los datos presentados 
en esta Tesis demuestran que la remodelación de los oligómeros de α-sinucleína hacia 
especies de menor toxicidad no tienen la capacidad de servir como núcleos de agregación, 
sugiriendo que la doxiciclina en el espacio extracelular podría también intervenir en el 












En este contexto, la doxiciclina poseería cinco posibles blancos terapéuticos 
relacionados a la intervención de la progresión de la EP desactivando el circulo vicioso 
agregación-neuroinflamación-oxidación-agregación que genera la muerte neuronal. 
Teniendo además en cuenta que es un fármaco de administración oral y segura con buena 
biodisponiblidad en el SNC resulta oportuno proponerlo como candidato a Fase I de los 
ensayos clínicos de neuroprotección.  
A pesar de las ventajas que la doxiciclina muestra sobre moléculas antiagregantes 
en la EP, su actividad antibiótica representa un obstáculo para tratamientos a largo plazo 
incluso a dosis sub-antibióticas. Esto motivó la búsqueda de un análogo estructural capaz 
de conservar las propiedades neuroprotectoras pero a la vez disminuir las propiedades 
antibióticas. Para avanzar en la búsqueda de este análogo, se identificó primero los 
determinantes estructurales de la actividad antiagregante de la molécula. Para ello se 
realizó una búsqueda exhaustiva en la literatura de diferentes antibióticos con capacidad 
inhibitoria de la agregación de diferentes proteínas relacionadas con enfermedades 
neurodegenerativas. La comparación de estos compuestos mediante algoritmos 
específicos nos permitió identificar la máxima subestructura común a todas ellas y el 
determinante común encontrado lo llamamos Cβ-IM (Motivo de interacción 
β-entrecruzado). Es interesante destacar que el motivo contiene grupos dadores y 
aceptores de hidrógeno sobre una estructura plana separados por una distancia similar a 
los grupos dadores-aceptores que estabilizan la estructura β-entrecruzada. Considerando 
que estos grupos se encuentran localizados sobre una estructura “quasi-planar” 
representaría una distribución espacial óptima para competir y/o interferir con la 
formación de la estructura β-entrecruzada común a las estructuras amiloides.  
El motivo Cβ-IM fue utilizado para identificar en la familia de las tetraciclinas 
una subfamilia que contenga este determinante estructural. Posteriormente y teniendo en 
cuenta datos bibliográficos que demuestran que la actividad antibiótica de las tetraciclinas 
está relacionada a los grupos sustituyentes dimetilamino (146, 189), se refinó la búsqueda 
quedando sólo con el grupo denominado tetraciclinas modificadas químicamente 
(CMTs).  De esta familia se seleccionó CMT-3, ya que la misma cumple con ciertas 
propiedades fisicoquímicas que debe presentar una molécula para poder atravesar la 
barrera hematoencefálica, además de tener estudios preclínicos completos que permiten 












de tumores cerebrales(197). Estos estudios además aseguran una buena biodisponiblidad 
de CMT-3 en el SNC, característica esencial para su reposicionamiento.  
En concordancia con las predicciones basadas en la presencia del motivo Cβ-IM, 
se demostró mediante espectroscopía de fluorescencia la capacidad de la CMT-3 de 
inhibir la reacción de agregación de la a-sinucleína. Los estudios dosis-respuesta 
realizados demuestran que la CMT-3 es más eficiente que la doxiciclina como 
antiagregante ya que fueron necesarias concentraciones más bajas para inhibir la 
formación de estructuras b-entrecruzadas. Sin embargo, si bien la intensidad de la 
fluorescencia de la sonda ThT no aumenta durante la agregación de a-sinucleína en 
presencia de CMT-3, no se puede descartar la formación de especies oligoméricas ya que 
PID como a-sinucleína o Aβ forman especies oligoméricas no detectadas por esta sonda. 
Esto se vio reflejado en las microscopías electrónicas donde se observó la presencia de 
especies oligoméricas a las 16 h de incubación en ambas condiciones. Sin embargo, en 
presencia de la CMT-3 estos agregados se estabilizan y no evolucionan hacia fibras 
maduras.  
Teniendo en cuenta las imágenes obtenidas por las diferentes microscopías 
electrónicas, utilizamos técnicas alternativas que nos permitieron demostrar la presencia 
de especies de mayor tamaño durante la reacción de agregación amiloide de la 
a-sinucleína. En efecto, técnicas de turbidimetría y de dispersión estática de la luz 
demostraron la presencia de estas especies, pero además demostraron que las cinéticas de 
agregación de en presencia y en ausencia de la CMT-3 son diferentes. Desde un punto de 
vista estructural, un análisis comparativo de los espectros de FT-IR revela que los 
oligómeros de a-sinucleína formados en ausencia o en presencia de las tetraciclinas (la 
doxiciclina o la CMT-3) presentan arreglos de estructura secundaria distintos.  
De acuerdo a la bibliografía previa, la teoría que las fibras amiloides de 
a-sinucleína son inertes, es decir, que no causan ningún efecto en el entorno celular 
estaría siendo discutida ya que se pudo observar en diferentes estudios tanto in vitro como 
in vivo que las especies fibrilares son las responsables de la activación de la microglía 
(201, 222). Por esta razón, se ensayó la capacidad de la CMT-3 en el proceso de 
desensamblado de las fibras amiloides preformadas de a-sinucleína. Los resultados 
obtenidos claramente muestran que, a diferencia de la doxiciclina, la CMT-3 tiene la 
capacidad de remodelar fibras preformadas luego de 44 h de incubación. Utilizando 












ThS que se traduce como una disminución en la cantidad de estructura β-entrecruzada 
pero también como algún tipo de apantallamiento inespecífico de la sonda fluorescente. 
Para interpretar correctamente este proceso, se recurrió a diferentes técnicas de 
microscopía donde el proceso de desensamblado quedó claramente demostrado. En 
efecto, en todas las imágenes analizadas, la presencia de la CMT-3 genera una 
significativa disminución de la cantidad de aglomerados de las fibras, así como un claro 
acortamiento de las fibras remanentes al final de estudio.  
El proceso de desensamblado también se estudió sobre el péptido Ab (223) dando 
como resultado especies más tóxicas que las fibras formadas en el proceso de agregación 
del péptido. A diferencia de nuestros resultados las especies producto del desensamblado 
no fueron capaces de producir una perturbación de las membranas sintéticas. Otro 
fármaco que tiene la capacidad de desestabilizar las fibras formadas de a-inucleína es la 
Rifampicina. Este antibiótico no sólo tiene la capacidad de inhibir la formación de las 
fibras amiloides como los otros compuestos mencionados, sino que también tiene la 
capacidad de disminuir la cantidad de estructura β-entrecruzada. En este caso, la 
Rifampicina interactúa con los oligómeros solubles llevando el proceso de agregación por 
otra vía no amiloidogénica, y además interacciona con las especies monoméricas de la 
proteína de tal forma que podría afectar su función biológica (224). A pesar de que la 
Rifampicina tiene el mismo efecto que la CMT-3 sobre las fibras, las diferencias entre la 
CMT-3 y la Rifampicina es que la CMT-3 posee modificaciones químicas que eliminaron 
su actividad antibiótica, por lo tanto, sería un mejor candidato para su reposicionamiento 
en la clínica. 
Como se mencionó anteriormente el EGCG es capaz de inhibir la formación de 
los oligómeros tóxicos de a-sinucleína, llevándolo a la formación de oligómeros no 
tóxicos (211). Sin embargo, estos oligómeros no tóxicos aceleran la formación de fibras 
amiloides de la a-sinucleína, representando así un inconveniente para su uso en el 
tratamiento de la EP ya que serían estas especies las responsables del proceso 
neuroinflamatorio (225). Esto se diferencia de nuestro sistema de estudio, ya que las 
especies agregadas formadas en presencia de la doxiciclina y CMT-3, no son capaces de 
actuar como núcleos de polimerización.   
Las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de un compuesto son de gran 
relevancia ya que pueden inhibir la activación de las células de la microglía, 












consiguiente un estrés oxidativo. Al igual que la doxiciclina (152), nuestros resultados 
muestran que la CMT-3 tiene capacidad antiinflamatoria inhibiendo la producción de 
dos citoquinas pro-inflamatorias IL-1B y TNF-α, sin embargo, las concentraciones 
necesarias para alcanzar los efectos inhbitorios con la CMT-3 son menores a las 
utilizadas con la doxiciclina, convirtiéndola a la CMT-3 en una molécula más eficiente 
es su función como antinflamatorio. Además, se observó una inhibición de la liberación 
de glutamato indicando que la CMT-3 es capaz de impedir el estrés oxidativo en las 
células. Esto es de gran importancia para el ambiente celular ya que este 
neurotransmisor puede resultar tóxico tanto para la microglía como para las células que 
se encuentran en su entorno, como son las células neuronales. 
 
Figura V.1. Diagrama esquemático de la retroalimentación entre la proteína α-sinucleína, las 
mitocondrias y las células gliales. Las especies oligoméricas de la α-sinucleína provocan la fragmentación 
de las mitocondrias y aumentan la producción de ROS. El ROS tiene un impacto sobre la α-sinucleína 
monomérica que desencadena su agregación. Los oligómeros de la  α-sinucleína liberados a la matriz 
extracelular inducen la activación de la glía. La liberación de factores pro-inflamatorios induce daño 
mitocondrial en un ciclo sin fin. La doxiciclina y la CMT-3 pueden interferir con este círculo vicioso 
bloqueando (i) la nucleación de oligómeros de α-sinucleína, (ii) la reacción de nucleación-polimerización, 












En su conjunto, nuestros resultados indican que, tanto la presencia de doxiciclina 
como la de CMT-3, puede atenuar el ciclo patológico de la EP esquematizado en la Figura 
V.1 en varios puntos: inhibición de la agregación, atenuación de la propagación de 
α-sinucleína, neuroinflamación en células gliales, disfunción mitocondrial y daño de 
especies reactivas del oxígeno (ROS). 
Como se mencionó anteriormente en este trabajo de Tesis, un gran problema en 
la actualidad es que los tratamientos actuales utilizados para combatir la enfermedad de 
Parkinson no son capaces de detener la neurodegeneración, sino que son tratamientos de 
carácter paliativo. Es importante destacar que el efecto antinflamatorio no es suficiente 
para actuar como neuroprotector. Esto se pudo comprobar mediante ensayos clínicos 
utilizando la minociclina donde se evaluó su capacidad para ser reposicionada como 
tratamiento en la EP por su gran actividad antinflamatoria, sin embargo, no tuvo éxito. 
Los resultados presentados en este trabajo de Tesis revelan posibles efectos 
neuroprotectores para las dos tetraciclinas estudiadas, sin embargo, proponemos a la 
CMT-3 para su reutilización y reposicionamiento para ser usado en la Enfermedad de 
Parkinson ya que no posee actividad antibiótica. Además, este compuesto puede actuar 
no solo inhibiendo la formación de fibras amiloides de la a-sinucleína, sino que también 
es capaz de desestabilizar las fibras pre-formadas llevándolas a fibras de menor tamaño 
o proto-fibras. Estas proto-fibras no serían capaces de alterar la permeabilidad de las 
membranas. Además, poseen una excelente actividad antiinflamatoria. Estas tres 
características son de gran importancia, ya que una sola molécula podría actuar, como se 
mencionó anteriormente, sobre diferentes blancos al mismo tiempo. En resumen, 
teniendo en cuenta la problemática que conlleva la EP proponemos la reutilización y el 
reposicionamiento de la CMT-3 para tratar la EP. Aunque las pruebas clínicas a la fecha 
sobre su biodisponibilidad y su seguridad no son exhaustivas como las del tratamiento 
con la doxiciclina, su capacidad de actuar en diferentes procesos que se desarrollan 



















“El objetivo de la medicina es prevenir las enfermedades y 
prolongar la vida, el ideal de la medicina es eliminar la necesidad 
de un médico” 














Las conclusiones de la presente Tesis se resumen a continuación: 
• Se comprobó que la doxiciclina inhibe la formación de fibras amiloides. 
Al interaccionar con las especies agregadas de la proteína a-sinucleína se 
producen cambios conformacionales que llevan a la formación de oligómeros 
estructuralmente diferentes y no tóxicos. 
 
• Se identificó los determinantes estructurales que le confieren actividad 
anti-agregante a la doxiciclina. Esto permitió identificar a CMT-3, fármaco sin 
actividad antibiótica, como candidato con capacidad anti-agregante. 
 
• Se comprobó experimentalmente la capacidad de la CMT-3 para inhibir la 
formación de agregados fibrilares. Los oligómeros formados son estructuralmente 
diferentes a los oligómeros canónicos y a los oligómeros formados en presencia 
de la doxiciclina.  
 
• La CMT-3 es capaz de actuar en el proceso de desensamblado de las fibras 
amiloides pre-formadas. Las especies resultantes de este tratamiento no presentan 
capacidad de alterar la permeabilidad de las membranas y no son capaces de actuar 
como núcleos de polimerización, inhibiendo así el proceso de nucleación-
polimerización. 
 
• La CMT-3 es a nuestro entender la molécula más adecuada para su 
















“Conocer, descubrir, publicar, ese es el destino de un científico” 
François Arago 
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